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緒論 
 
1950 年代後半に睡眠導入剤として開発されたサリドマイドは，我が国でも睡眠薬や胃腸薬とし
て販売され，妊娠時のつわり軽減などにも使用されていた．しかしながら，その妊娠初期の使用に
よるものとされる四肢欠損症児出産の報告が相次いだために販売中止となり，我が国だけでもそ
の認定被害者は 309 例にものぼった．この教訓から，医薬品の催奇形性に対する認識は医療者
のみならず妊婦にも広く普及し，妊娠時の薬物療法に対して医療者および妊婦ともに現在も過剰
な不安を抱く傾向にある 1)．一方，厚生労働省公表の統計資料患者調査では，慢性疾患を患っ
ている妊婦と妊娠時に合併症が誘発された妊婦を合わせた合併症妊娠患者数が，年間 3万 6千
人を超えていることが示されている．これらの妊婦の多くには，医薬品の胎児安全性情報に基づ
いた適正な薬物療法が実施される必要があるとともに，十分に妊娠時の医薬品使用についての
情報提供を行う必要がある．しかしながら，医薬品の適正使用情報を得るための臨床試験の指針
では倫理的配慮のために妊婦は除外対象とされており，個々の医薬品について報告がなされた
各種分野からの胎児安全性情報を纏めているデータベースが既にいくつかあるものの，現時点で
も妊娠時使用におけるヒト胎児安全性が確立されている医薬品は極めて尐ない． 
医薬品の胎児安全性は，催奇形性，胎児毒性，服薬した妊娠時期，胎児移行性などいくつか
の評価項目から総合して判断する必要がある(Fig. 1)．我が国の添付文書には，使用上の注意記
載要領に「妊婦，産婦，授乳婦，などへの投与」の項があり，主に医薬品の催奇形性や胎児毒性
情報に基づいて妊娠時薬物療法における医薬品使用時の注意が記載されているが，「安全性未
確立により有益時にのみ投与する」，または「投与しないことが望ましい」と記載される場合が約半
数を占めており，十分な胎児安全性情報を得ることは困難である．また，添付文書以外では，虎
の門病院の医薬品胎児危険度総合点数算出法がよく知られており 2)，服薬した妊娠時期を含め
て医薬品の催奇形性や胎児毒性に関する情報を評価している．しかしながら，ヒトにおける医薬
品の胎児安全性評価は，動物実験での評価を基にしてヒトにおける安全性を予測することや，ヒト 
 
Fig. 1. 妊娠時薬物療法の胎児危険度評価項目と妊娠時期 
 - 2 - 
 
における妊娠転帰が判明した後の疫学調査に頼るところが大きく，これまでのところ正確にかつ迅
速にヒト胎児安全性情報を蓄積することが困難であった．近年，人工多能性幹(iPS)細胞を樹立す
る技術などの発展にともない，より正確にかつ迅速に医薬品のヒト胎児安全性情報を得ることを目
指して，創薬段階から利用しうるいくつかの in vitro ヒト胎児毒性評価法が確立されようとしている．
ここで，医薬品のヒト胎児毒性評価などとともに正確なヒト胎児移行性情報を得ることができれば，
ひとつには妊娠時薬物療法における胎児血中濃度を予測することによってより正確な胎児毒性を
評価することが可能となる．また疫学的なヒト胎児催奇形性情報などとともに医薬品の胎児移行性
情報を組み合わせて解析することで，医薬品に起因する胎児毒性または催奇形性であるのか，ま
たは胎盤や母体からの間接的な原因が存在するのかなどが判明していく可能性がある．さらに実
地医療においても，in vitro 試験によって妊娠時薬物療法に用いられる全ての医薬品のヒト胎児
移行性が比較評価されれば，同種同効薬の医薬品選択時にさらに判断基準を設けることが可能
となり，妊娠時薬物療法における母児の利益に大きく繋がることは間違いない．しかしながら，現
在のところ医薬品の胎児安全性評価項目の中でも，特にヒトにおける胎児移行性に言及された医
薬品はほとんど無い．そこで著者は，現在進みつつある医薬品の胎児安全性情報の in vitro試験
による蓄積を支援する一環として，簡便かつ精度良くヒト医薬品胎児移行性を反映しうる in vitro
評価系を構築することを考えた． 
母体に投与された医薬品は，胎盤を介して胎児へ移行する．胎盤には，母体血と胎児血間で，
ガス，栄養分，老廃物などの物質交換を制御している胎盤関門が存在しており，その主な細胞層
はシンシチオトロホブラスト（栄養膜合胞体）層であることが知られている 3-6)．Fig. 2に示すとおり胎
盤内は母体血で満たされており，胎児由来の細胞からなる絨毛組織がこの母体血中に浮遊して
いる．母体血と絨毛組織内の胎児血とは，絨毛組織の外壁に存在する上皮細胞層であるトロホブ 
 
Fig. 2. Overview of the placental membrane. 
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ラスト（栄養膜）層によって隔てられており，トロホブラスト層はさらに内側のサイトトロホブラスト（栄
養膜細胞）層と外側のシンシチオトロホブラスト層から形成されている．シンシチオトロホブラスト層
の薬物透過にはいくつかの経路が考えられるが，細胞間隙輸送経路と細胞膜を直接透過する経
細胞輸送経路に大別される(Fig. 3)．一般に，上皮細胞は密着結合（TJ: tight junction）や接着結
合（AJ: adherens junction）などによって相互に密に接しており，細胞間隙の物質透過は極めて制
限されている．このため，シンシチオトロホブラスト層の主な薬物透過経路は経細胞輸送経路であ
ると考えられ，トランスポーターによる能動輸送が多くの薬物の重要な透過経路となっている．In 
vitro 胎盤薬物透過評価モデルがヒトにおける医薬品の胎児移行性を反映しうるためには，シンシ
チオトロホブラスト層の制限された薬物細胞間隙透過，トランスポーターによる薬物輸送，および
できる限りの細胞特性を反映できる細胞層を作製する必要がある． 
 
Fig. 3. Overview of the placental barrier. 
 
シンシチオトロホブラスト層に類似した TJ 形成能，細胞特性，およびトランスポーター機能を有
する in vitro モデルを構築するために，本研究ではまず細胞間隙透過をできる限り生体内のレベ
ルに近づけた細胞層を得ることができる細胞株を検討した．次に，よりシンシチオトロホブラスト層
に近づけるための培養条件を探索し，経細胞輸送経路の評価が可能なレベルにまで細胞間隙透
過を抑制できるモデル細胞層を作製した．さらには，トランスポーター発現プロファイルを解析する
ことで，本細胞層モデルがシンシチオトロホブラスト層に類似したトランスポーター機能を反映でき
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る可能性を検証した．また同時に，いくつかの指標を用いて本細胞層とシンシチオトロホブラスト
層間で細胞特性の類似性を評価した．最後に，シンシチオトロホブラストに発現している代表的な
トランスポーターの基質薬物を用いて本細胞層モデルの透過機能を評価し，本細胞層モデルが
胎盤関門の経細胞輸送を含めた透過機能特性を反映しうることを検証した．これら一連の研究成
果として，薬物の胎児移行を評価するに適う可能性をもった，in vitro胎盤薬物透過評価モデルを
構築することができたので，ここに学位論文としてまとめた次第である． 
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本論 
 
第一章 胎盤関門薬物透過モデルに用いるヒト絨毛由来細胞株の選択とその培養
条件の探索 
 
胎盤関門の実体と考えられるシンシチオトロホブラスト層に類似した in vitro胎盤薬物透過評価
モデルを構築するためには，適切な細胞株と培養条件の検討がまず必要である．一般に in vitro
で作製した上皮細胞層モデルは TJ形成が未熟であり，in vivo と比べると細胞間隙輸送経路が大
きく寄与してしまっている 7-13)．これまでに in vitro 評価系が確立されている薬物透過評価モデル
には，薬物の小腸吸収予測手法としてのヒト大腸がん由来 Caco-2細胞層モデルや 14)，中枢神経
系への薬物透過予測手法としての血液脳関門薬物透過評価モデルなどがある 12)．これらの in 
vitro 薬物透過評価系は，いずれも細胞間隙透過経路を in vivo に近づけることによって，評価す
る組織に類似した透過機能特性を反映させた薬物透過評価系である．したがって，in vitro 薬物
透過モデルの作製においては，モデル細胞層の薬物透過に寄与する細胞間隙透過をできる限り
低く抑えることが第一条件である． 
本章では，まずモデル細胞層の TJ形成能を最重要課題とし，より細胞間隙経路の物質透過を
抑えることができる細胞株を選択した．さらによりシンシチオトロホブラスト層に近づけるための培養
条件を検討することで，経細胞輸送経路の評価が可能なレベルにまで細胞間隙透過を抑制した
細胞層を作製することに取り組んだ． 
 
第一節 ヒト絨毛由来 BeWo細胞層と JEG-3細胞層間における細胞間隙透過性の比較検討 
 
シンシチオトロホブラストに類似している可能性のある細胞には，ヒト絨毛由来(human chorionic 
villi-derived) BeWo細胞株, JEG-3細胞株, JAR細胞株などがある．これらの細胞株は，これまでも
絨毛組織の子宮内膜への浸潤機構の解明など，トロホブラスト機能の検討に広く用いられてきた．
しかしながら， JAR 細胞株は，TJ，AJ 関連蛋白質である zonula occludens-1 (ZO-1)，
epithelial-cadherin (ECAD)，などの細胞表面局在性を評価したところ，シンシチオトロホブラスト層
との類似性が認められず，尐なくとも胎盤関門の物質透過の評価モデルには適していないと報告
されている 15)．一方，BeWo細胞および JEG-3細胞では，薬物の細胞内取り込みや細胞層の物質
透過に関する検討がなされてきたが 16-22)，これらの胎盤物質透過モデルでは，形成した細胞層の
細胞間隙透過が著しく高いため，トランスポーターなどを介した経細胞輸送に基づく薬物透過を
正確に評価できなかった 23)．したがって，本節ではまず BeWo 細胞と JEG-3 細胞とを用いて細胞
層を形成し，細胞間隙透過性を比較検討することでより細胞間隙透過を抑えることができる細胞
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株の選択を行なった． 
実験材料と方法 
 
（１）セルカルチャーインサート上でのヒト絨毛由来 BeWo細胞株と JEG-3細胞株の培養 
ヒト絨毛由来 JEG-3細胞株 (Lot no. 04E018，DSファーマバイオメディカル)および BeWo細胞
株 （DSファーマバイオメディカル）は，10% fetal bovine serum (FBS)を含有した Eagle’s minimum 
essential medium (MEM，ナカライテスク)を用いて， 5% CO2，37ºC条件下により維持培養した．
ポアサイズ 0.4 μm，膜面積 0.7 cm2の Polyethylene terephthalate (PET)メンブレンを有する 24 ウェ
ルのセルカルチャーインサート，ミリセル®（ミリポア）の培養膜を，コラーゲン Type I（新田ゼラチ
ン）:60% エタノール(1:3)の 50 μLでコーティングし 24)，無菌的に一夜静置乾燥後，これに 50,000
個／cm2の細胞密度で BeWo細胞と JEG-3細胞を播種した 16,18-26)．ミリセル®は，24ウェルプレー
トの 1 ウェル内で静置培養し，ミリセル®内の層(400 μL)を上層(apical側)，ミリセル®外の層(800 
μL)を下層（basolateral側）とした．ミリセル®上で培養後，それぞれの細胞層を 10日間経日的に経
上皮電気抵抗(Trans epithelial electric resistance, TEER)値の測定，および 7日目に fluorescein 
isothiocyanate–labeled dextran (w.t. 4400, FD-4)FD-4の透過実験に供した(Fig. 4)． 
 
Fig. 4. Diagram of culturing human chorionic villi-derived cell layers. 
 
（２）TEER値の測定 
TEER値の測定には，ミリセル®ERS装置（ミリポア）を用いた．細胞層を形成した培養膜の上層
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と下層に電極を浸し，抵抗値を測定した．同時に，コーティングのみを行った細胞層の無い培養
膜の抵抗値(ブランク)も測定し，ブランクを差し引いた抵抗値に膜面積を積算して細胞層の TEER
値（ohms･cm2）とした． 
 
（３）BeWo細胞層および JEG-3細胞層を介した FD-4の透過実験 
BeWoおよび JEG-3を用いて，ミリセル®上で細胞層を形成した．培養 7日目に，透過実験緩衝
液 4.5 g/L D-グルコース含有 Hank’s balanced salt solution (HBSS)で，上層 400 μL，下層 800 μL
の培地を置換し，30分間インキュベートして細胞層を安定化させた．最終濃度 10 μMの FD-4 を
上層に添加し，30，60，90分後にサンプリングを行った．サンプリングは，下層から 10 μLを採取し
て FD-4透過量のサンプルとし，採取量と同量の HBSS 10 μLを下層に添加した．採取したサンプ
ル 10 μLを 190 μLの HBSSで希釈した後，FD-4を蛍光光度計(excitation 485 nm, emission 528 
nm)で定量した．また，細胞層を介した見かけの物質透過係数(Papp: apparent permeability 
coefficient)は式 1 より計算した． 
 
式 1：                                                    dQ/dT: permeation rate (nmol/s), A: membrane area (cm2), C0: donor side 
concentration (μM), Papp: apparent permeability coefficient (cm/s) 
 
実験結果および考察 
 
細胞層の細胞間隙透過性は，ひとつには TEER 値｛膜抵抗(ohms)×膜面積(cm2)｝とよく逆相関
することが報告されている 12,23,27,28)．まず，JEG-3細胞層と BeWo細胞層の TEER値を比較するこ
とによって，細胞間隙透過性がより低い細胞層を得ることができる細胞株を検討した．MEMによっ
て培養した JEG-3細胞層と BeWo細胞層の TEER値は培養 4日目以降一定となり，培養 7日目
にはそれぞれ約 160 ohms･cm2と約 50 ohms･cm2であった(Fig. 5A)．Liuらの報告においても 23)，
BeWo細胞層の TEER値は最大 60 ohms･cm2程度であり本結果を支持するものであった．また，
FD-4 は培養細胞層の細胞間隙経路を主に拡散通過する水溶性分子であり，細胞間隙透過性の
評価によく用いられている 29,30)．FD-4 透過量を経時的に比較したところ，90 分の FD-4 透過量で
は JEG-3細胞層の方が BeWo細胞層に比べて約 10倍低く，この時の透過係数は JEG-3の 0.78 
x 10
-6
 cm/sに対し，BeWoでは 7.18 x 10-6 cm/sであった(Fig. 5B)．これらの結果より，JEG-3細胞
層は BeWo 細胞層と比較して細胞間隙透過性が著しく低いことが判明し，in vitro 胎盤薬物透過
モデルには JEG-3細胞を用いる方が適切であることが強く示唆された． 
In vitro薬物透過モデルの TEER値に関する実例を挙げると，ヒト小腸薬物吸収モデル Caco-2
細胞層は通常 TEER 値 300 ohms･cm2以上で試験されている．TEER 値 300 ohms･cm2以下の
Caco-2 細胞層では，細胞間隙透過の影響により経細胞輸送を含めた薬物透過を正確に反映で
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きないと考えられているためである 9,10,14,25,29-33)．したがって，胎盤関門薬物透過評価モデルでも
TEER値 300 ohms･cm2以上の細胞層を得ることは，経細胞輸送を評価するための参考値となるも
のと考えられる．本節で得られた JEG-3 細胞層は，BeWo 細胞層よりは細胞間隙透過性が著しく
低かったが，JEG-3細胞層でも TEER値は 160 ohms･cm2程度であり，未だ薬物透過評価モデル
としては細胞間隙透過経路の寄与が大きいと考えられる． 
 
Fig. 5. TEER values (A) and FD-4 permeation time course (B) across BeWo and 
JEG-3 cell layers. The cells were cultured in each maintenance culture medium 
for 7 days. ***p < 0.001. 
 
第二節 胎盤薬物透過モデルにおけるヒト絨毛由来細胞株 JEG-3の至適培養条件の検討 
 
前節では JEG-3 細胞層の作製に MEM を用いたが，MEM による JEG-3 細胞の培養では経細
胞輸送を精度良く評価できる細胞層を得ることはできないことが明らかとなった．シンシチオトロホ
ブラストは，サイトトロホブラストから分化して胎盤関門の機能を獲得することが知られているが 3-5)，
JEG-3細胞はサイトトロホブラスト様である可能性を示唆した報告がある 5)．JEG-3細胞の分化を促
すことができれば，より細胞間隙透過経路を抑えることができ，胎盤関門様の細胞層を形成させる
ことができる可能性があると考えられる．サイトトロホブラストからシンシチオトロホブラストに分化さ
せる因子に関してはさまざまな報告がなされている 34-40)．これらの因子を MEM に添加することお
よび培養液を栄養素の豊富なものに変更することで，JEG-3 細胞の分化を促す可能性があると考
えられる．まず，レチノイドおよび epidermal growth factor (EGF)が，シンシチオトロホブラスト化の
誘導因子として知られている 34,36)．また，シンシチオトロホブラストは母体とのさまざまな連絡網を
形成するために，妊娠初期において母体基底脱落膜へとさかんに浸潤していく．Haimovici らは
37)，マウストロホブラストの培養液に basic fibroblast growth factor (bFGF)や EGFを添加することで
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浸潤能が促進することを示した．さらに Prouillacらは 38)，BeWo細胞にホルスコリンを作用させたと
ころ，多核化をともなうシンシチオトロホブラスト化が促進することを報告した．これらより，bFGFとホ
ルスコリンもシンシチオトロホブラストへの分化誘導因子の可能性がある．また，ピルビン酸や非必
須アミノ酸を含めて MEM よりも栄養素が豊富な培養液は，JEG-3 細胞の分化に影響を及ぼす可
能性がある．このような報告に基づいて，本節では JEG-3 細胞の分化を促進すると考えられる各
種培養条件で JEG-3 細胞層を形成し，TEER 値を指標にして細胞間隙透過性を比較検討するこ
とで，シンシチオトロホブラスト層により近づけた JEG-3細胞層の作製に取り組んだ． 
 
実験材料と方法 
 
（１）比較検討した JEG-3細胞の試験培養条件 
MEMに添加した各種因子の終濃度は，1 mM ピルビン酸，10 ng/mL Growth factor群 
(acidic fibroblast growth factor (aFGF), bFGF, EGF)，10 μM レチノイド，100 μM ホルスコリンであ
った．非必須アミノ酸を含めMEM よりも栄養素が豊富な培養液には，DMEM（Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium）, Ham’s F-12, D/F（DMEM/Ham’s F-12 (1:1)混合培地）, D/F + aFGF, 
CSC（CSC®培地（DS ファーマ））を用いた．CSC®培地の組成は，D/F 混合培地を基本培地として，
企業独自の aFGF含有添加物（セルブースト）を含んだ商品培地である．ミリセル®培養膜上で，3
日間MEMにより JEG-3細胞を培養してコンフルエントにした後，試験培養条件を用いて 4日間
培養し，形成された細胞層の細胞間隙透過性を TEER値を指標にして比較検討した． 
 
（２）生細胞数および総蛋白量の測定 
JEG-3細胞をミリセル®の培養膜上に，50,000個／cm2の細胞密度で播種し，3日間MEMで
培養した後，試験培養条件で 4日間培養して細胞数と総蛋白量を測定した．細胞数は，ミリセル®
培養膜を PBSで 2度洗浄した後，血球板を用いて計測した．総蛋白量は，細胞溶解液M-PER® 
(Pierce)100 μL中で，30分間蛋白溶解後，Pierce BCA protein assay kit (タカラバイオ)を用いて測
定した． 
 
実験結果および考察 
 
各種の試験培養条件を用いて JEG-3 細胞層を形成し，MEM 培地での培養群を対照に TEER
値の比較を行った(Fig. 6)．MEM 培地にピルビン酸を添加して作製した JEG-3 細胞層，および
DMEM 群では対照群に比べて TEER 値に変化はなかった．aFGF，bFGF，EGF，レチノイド添加
群，および培養液をHam’s F-12，D/F，D/F + aFGF，CSC®培地に変更することによって，TEER値
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の上昇が認められ，JEG-3 細胞層の細胞間隙がより密となることが示唆された．一方，ホルスコリン
は，BeWo および JEG-3 においてシンシチオトロホブラスト様分化の誘導試薬として知られている
が 5,18,23,38,41-45)，本結果では TEER 値の減尐を認めて細胞間隙透過を増加させることが示唆され
たことから，ホルスコリンの JEG-3 細胞層 TJ 形成能への影響は不明であった．これらすべての試
験培養条件の中で，JEG-3 細胞層の細胞間隙透過を最も抑制することが示された群は，CSC®培
地による JEG-3細胞培養群であった． 
 
Fig. 6. Effects of several culture conditions on TEER values across JEG-3 cell 
layers. For each condition, the JEG-3 cells were cultured on Millicell
®
 24-well 
inserts for 4 d after initial culture in MEM for 3 d. *p < 0.05, ***p < 0.001 
(Tukey’s multiple comparison test vs. MEM). Data points represent the mean ± 
SD values of at least 4 different layers. 
 
しかしながら，本結果における TEER 値の上昇は，単位面積当たりの生細胞数の単なる増加に
起因することも考えられた．そこで，MEM 群と CSC®培地群のそれぞれについて，生細胞数と総
蛋白量の検討を行った(Fig. 7)．その結果，生細胞数と総蛋白量のいずれにおいても，MEM群と
CSC
®培地群間に有意差は認められず，CSC®培地群による JEG-3細胞層の TEER値の上昇は，
TJの形成に基づく細胞間隙透過経路の抑制に起因することが強く示唆された． 
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Fig. 7. Effects of culture conditions on growth (A) and total protein amounts 
(B) of JEG-3 cells. For each condition, the JEG-3 cells were cultured on 
Millicell
®
 24-well inserts for 4 d after initial culture in MEM for 3 d. Data 
points represent the mean ± SD values of at least 4 different wells. 
 
「実験材料と方法」の項目にも記述したが，CSC®培地は，D/F 混合培地を基本培地として，
aFGF を含む添加物セルブーストが含まれる．本結果における CSC®培地を用いた TEER 値の上
昇は，類似した培養液組成である aFGFを添加した D/F培地より高く，これには aFGF以外のなん
らかの因子による影響があると考えられた．今後，これら因子を解明していくことで，さらに効率的
に細胞層の細胞間隙透過を抑える条件を見いだすことができるものと期待できる． 
本節において，CSC®培地を用いて培養した JEG-3細胞層が最も細胞間隙経路を抑制しており，
経細胞輸送経路を評価できる可能性をもった細胞層であることが判明した．次節では，CSC®培地
を用いて培養した JEG-3細胞層を用いて，さらに in vitro胎盤薬物透過モデルとしての最適培養
条件の検討を行った．これ以降，MEMで培養した JEG-3細胞を Normal JEG (NJEG)細胞，およ
び CSC®培地によって培養した JEG-3細胞を Differentiating JEG (DJEG)細胞と称する． 
 
第三節 JEG-3層細胞間隙透過に及ぼすヒト臍帯静脈血管内皮細胞液性因子の影響 
 
Fig. 2で示したとおり，シンシチオトロホブラストを最外殻とする絨毛組織内には，胎児毛細血管
が形成されている．胎児毛細血管は，臍帯動静脈を経て胎児へと繋がっている． Dadelszen らは
46)，シンシチオトロホブラストとヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）の共培養を行った培養上清
が好中球を活性化させることを報告し，これらの細胞間で液性因子によるなんらかの相互作用が
行われていることを見出した．HUVEC とシンシチオトロホブラスト間における液性因子による相互
作用によって，胎盤機能を正常に維持している可能性は大いにある．したがって，HUVEC と
JEG-3間の液性因子による相互作用が，JEG-3細胞のシンシチオトロホブラスト化を促す可能性が
 - 12 - 
 
あると考えられる．本節では，HUVEC と JEG-3を共培養することによって，HUVEC と JEG-3間の
液性因子相互作用が DJEG細胞層の細胞間隙透過性に及ぼす影響を検討した． 
 
実験材料と方法 
 
（１）HUVECのセルカルチャーインサート培養膜裏面における培養 
ミリセル®を反転して設置し，培養膜裏面をヒト絨毛由来細胞の培養時と同様に，コラーゲン
Type I（新田ゼラチン）:60% エタノール(1:3)の 50 μLでコーティングした．これに HUVECを
10,000個／cm2の細胞密度で播種し，CSC®培地により培養して細胞層を形成した．ミリセル®培養
膜裏面に HUVECが接着増殖後は，ミリセル®を定法のとおり設置しなおして培養膜表面への
JEG-3細胞播種に供した． 
 
（２）JEG-3 と HUVECの共培養 
HUVECと JEG-3の共培養の検討においては，ミリセル®培養膜を挟んで上層側に JEG-3細胞
層を作製し，下層側となるミリセル®培養膜裏面に HUVEC層を形成した近接モデル(Proximate 
model)と，HUVEC層をプレート底面に培養した遠接モデル(Distant model)を，JEG-3細胞培養期
間 7日間で作製した(Fig. 8)． 
 
Fig. 8. Proximate and distant co-cultured models constructed by JEG-3 cells and HUVECs. 
 
近接モデルでは，あらかじめミリセル®培養膜の下層側に HUVECを培養した後，これまでと同
様に，上層側に JEG-3層を形成して共培養した．遠接モデルでは，CSC®培地により HUVECを
24ウェル培養プレート底面に培養し，ミリセル®培養膜の上層側に JEG-3層を形成してHUVECと
共培養した．これらの系により，DJEG細胞層細胞間隙物質透過性に対する，HUVECとの液性因
子相互作用による影響を TEER値により比較検討した． 
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実験結果および考察 
 
まず，ミリセル®培養膜に培養した HUVEC 層が形成されていることを確認するため，クリスタル
バイオレットで染色した後位相差顕微鏡によって鏡検した(Fig. 9)．本鏡検像から，HUVEC も
JEG-3 と同様に CSC®培地による培養で 7 日目にはコンフルエントになっていることが確認でき，
HUVECのミリセル®培養膜裏面培養における細胞層の形成は可能であることが示された． 
Membrane HUVEC
JEG-3
 
Fig. 9. Phase-contrast microscopy (× 200) of membrane, HUVEC, and 
JEG-3 cells stained with 0.1% crystal violet. 
 
次に，NJEG細胞層，DJEG細胞層，遠接モデル，および近接モデルにおける TEER値の比較
を行った(Fig. 10)．前節の結果と同様に，NJEG細胞層に比べて DJEG細胞層では有意な TEER
値の上昇が観察され，DJEG 細胞層の細胞間隙透過抑制に再現性が認められた．さらに，DJEG
細胞を HUVEC と共培養して TEER 値を試験したところ，いずれのモデルにおいても DJEG細胞
層におけるTEER値との有意差は認められなかった．したがって，DJEG細胞とHUVECの液性因
子相互作用は，尐なくともより細胞層の細胞間隙透過を抑制させることには影響しないことが示さ
れた． 
 HUVEC は，透過機能以外の JEG-3 細胞機能に影響する可能性や，HUVEC 以外の近隣組
織の細胞に，共培養によってより生体内を反映した DJEG 細胞層を形成できるものが存在する可
能性はある．これら細胞間相互作用による影響は今後の検討課題であるが，本節では CSC®培地
による DJEG 細胞層が，現段階で最も簡便にかつ経細胞輸送を評価できる可能性があることを明
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らかとし，以後 DJEG細胞層をシンシチオトロホブラスト層との類似性を詳細に検証していくための
モデル細胞層として用いた． 
 
Fig. 10. Differences of TEER among JEG cell monolayers cultured 
under four conditions. Results represent mean ± SD of 4 
determinations. After JEG-3 cells were cultured in MEM for 3 days, 
the cells were cultured in each condition for 4 days, MEM (NJEG), 
CSC
®
 medium (DJEG), and distant and proximate co-cultured with 
HUVECs in CSC
®
. ***p < 0.001, compared with NJEG using 
multiple comparison method with Turkey. 
 
一方，絨毛組織には胎盤関門の主要層であるシンシチオトロホブラスト層の他にも，サイトトロホ
ブラスト層や胎児由来毛細血管内皮細胞層などが存在する．中でも血管内皮細胞層は血液―脳
関門に代表されるように，生体内の各種の組織において障壁層および選択的物質透過層として
の役割を有している．数種のトランスポーターは絨毛組織内の胎児由来毛細血管中に発現してい
ることも知られており，胎盤関門においても胎児毛細血管内皮細胞層は絨毛間腔を満たしている
母体血と絨毛組織内の胎児血の間で，シンシチオトロホブラスト層と共同で選択的な物質交換を
行っている可能性もある．しかしながら，今回 HUVEC と JEG-3 の共培養を検討するにあたって，
HUVEC層の TEER値を測定したところ 20 ohms･cm2程度であり(データ非掲載)，血管内皮細胞
層の単純な障壁としての機能は HUVEC と JEG-3 細胞層の共培養モデルではほとんど無視でき
ると考えられた．今後の検討課題としては，胎盤関門における絨毛内胎児由来血管内皮細胞層
のトランスポーターなどを介した，選択的物質透過機能の関与を評価することにも取り組んでいく
必要があるものと考える． 
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第四節 小括 
 
医薬品の胎児安全性評価は，現在妊娠転帰事例から解析される疫学調査に頼らざるをえず，
その情報蓄積量は未だ適正な妊娠時薬物療法を行うには不十分である．催奇形性，胎児毒性，
服薬した妊娠時期の評価項目については，現存の知見に基づいて，我が国の添付文書，アメリカ
食品医薬品局 (FDA)，およびオーストラリア医薬品評価委員会などで，医薬品の胎児危険度分
類法が示されており 2,47)，妊娠時薬物療法の支援対策として現在も改定に向けて審議が継続され
ている．これらの医薬品の胎児安全性評価項目の中でも，医薬品のヒト胎児移行性情報はごくわ
ずかであり，実地周産期医療においてヒト胎児移行性を考慮できる医薬品はほとんど無い．医薬
品のヒト胎児移行性が比較評価できれば，胎児移行をともなわずに母体の健康を維持できる投与
量を設定できる可能性がある．したがって，本研究では医薬品の胎児移行性情報の蓄積支援を
目的として，医薬品のヒト胎児移行性評価に適う in vitro胎盤薬物透過評価モデルの構築を試み
た． 
In vitro胎盤薬物透過評価モデルによって精度良く医薬品の胎児移行性を評価するためには，
モデル細胞層の経細胞輸送経路を評価できる必要があり，まずモデル細胞層における薬物の細
胞間隙透過をできる限り抑えておかねばならない．さらに薬物の胎盤透過性を反映するためには，
胎盤関門の主要層であるシンシチオトロホブラスト層に類似した透過機能を有するモデルを作製
する必要がある．本章では，ヒト絨毛由来細胞株を用いて，経細胞輸送を評価できる可能性をもっ
た細胞層の作製を試みた． 
まず，MEMによって培養したヒト絨毛由来 BeWo細胞層と JEG-3細胞層の細胞間隙透過性を
比較検討し，JEG-3細胞層はBeWo細胞層に比べて著しく細胞間隙透過性が低いことが示された．
しかし，経細胞輸送経路を評価できるレベルには至らず，JEG-3 細胞の TJ 形成能に不備がある
可能性が考えられた．そこで次に，細胞間隙透過をさらに抑制するために，シンシチオトロホブラ
スト様の分化を促すいくつかの因子の報告に基づいて各種培養条件の下で JEG-3細胞層を形成
し，細胞間隙透過を比較した．この結果，CSC®培地で培養した JEG-3 細胞層(DJEG 細胞層)が，
より強く細胞間隙透過経路を抑えることができることが判明した．さらに，周辺細胞との相互作用の
影響を検討するために，HUVEC と DJEG細胞の共培養を行ったが，DJEG細胞層の細胞間隙透
過性には影響しなかった．これらにより，まずは細胞間隙輸送経路を低いレベルに抑えられること
で，経細胞輸送を評価できる可能性を持ち，共培養不要の単純系である in vitro胎盤薬物透過評
価モデル細胞層として，CSC®培地によって培養した DJEG細胞層を選択した． 
一方，胎盤を介した薬物の胎児への有害な影響は，薬物そのものが胎児に移行して及ぼす影
響以外にも，薬物の絨毛組織や母体への影響からエキソソームなどを介した胎児への蛋白質な
どの輸送やサイトカインの胎児側への放出などによって間接的に及ぼされることも考えられる．例
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えば，歯周病原因菌の lipopolysaccharide (LPS)放出に起因する炎症から TNF-α をはじめとした
各種のサイトカインが子宮に影響または胎児へ移行することで，早産や胎児成長不全が引き起こ
されることが知られている．Keelan らは 48)，満期摘出胎盤を用いて胎盤を介した母体側層と胎児
側層の灌流モデルを作製し，母体側の LPS刺激により分泌誘導されるサイトカインを特定すること
に取り組んだ．この報告によると，LPS 刺激によって誘導される母体側のサイトカインは，IL-6，
IL-7，TNF-α が約 10 倍程度の濃度となるが，この中で TNF-α の胎児側濃度が上昇していない．
また，特に IL-7 と TNF-αについては，LPS刺激による誘導を抗炎症薬スルファサラジンが母体側
においても顕著に抑制することを示した．このような母体側への薬物などの刺激によって引き起こ
される胎児への有害性が，なんらかの因子の母体血中濃上昇によるものであるのか，胎児に移行
して引き起こされるものであるのかなど，関連するサイトカインなどの胎児移行を評価していくこと
で有害事象に起因する分子を特定していくことは，医薬品の胎児安全性情報の蓄積支援を目指
す本研究の今後の展望としても重要である．また，薬物が胎盤自体に影響することによって胎盤
透過性が亢進する場合も考えられ，このような課題に対応していくためにも，胎盤透過性を評価す
るモデルでは，より薬物に対する反応性が胎盤関門の主要層であるシンシチオトロホブラストと類
似していることが望まれる． 
本章では，まずは胎盤関門の非選択的な薬物透過を反映できるモデルとして，DJEG細胞層が
現段階では最も妥当であることを見出した．さらに DJEG 細胞層がシンシチオトロホブラスト様のさ
まざまな細胞特性とトランスポーターを介した選択的透過機能を有していれば，医薬品の胎児移
行性を比較評価することができる．次章では，DJEG 細胞層におけるシンシチオトロホブラスト様の
分化指標およびトランスポーター群発現レベルの解析を行うことによって，DJEG 細胞層とシンシ
チオトロホブラスト層の類似性を検証した． 
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第二章 Differentiating JEG-3 (DJEG)細胞の in vivo類似性解析 
 
In vitro細胞モデルにおいては，生体内の細胞特性をより正確に反映していることが理想的であ
るが，生体内で相互に関連している全ての細胞特性を検証すること，および in vitro細胞モデルで
全ての生体内機能を反映させることはほぼ不可能である．そこで，目的とするモデルに最低限必
要な細胞特性を含めて，in vitro 細胞モデルが有する生体内類似性をできる限り確認することが
必要となる．本研究の目的である in vitro胎盤薬物透過評価モデルにおいては，胎盤関門の主要
層であるシンシチオトロホブラスト層との類似性を検証することが妥当である．サイトトロホブラスト
からシンシチオトロホブラストへと分化する過程ではいくつかの分化指標が知られており(Fig. 11)，
DJEG 細胞層におけるこれらの分化指標を確認することで主要なシンシチオトロホブラスト層との
類似性を検証することができる． 
 
Fig. 11. Predicted transporter profiles expressed to the syncytiotrophoblast and index 
markers for syncytialization from cytotrophoblasts. CLDN1: claudin-1, CAD-11: 
cadherin-11 (OB-cadherin), hCG: human chorionic gonadotropin, hPL: human placental 
lactogen, NECC1: not-expressed choriocarcinoma 1, MDR1: multidrug resistance protein-1 
(P-glycoprotein), MRP: multidrug resistance-associated proteins, BCRP: breast cancer 
resistance protein, GLUT: glucose transporter, SERT: serotonin transporter, NET: 
norepinephrine transporter, MCT: monocarboxylate transporter, OCT: organic cation 
transporter, OAT: organic anion transporter, ATA: amino acid transporter, EAAT: excitatory 
amino acid transporter. 
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まず，シンシチオトロホブラスト化の過程では細胞間隙により強力な TJ が形成され，シンシチオ
トロホブラスト層の細胞間隙物質透過を制限している．一般に，TJ 関連蛋白には膜裏打ち蛋白で
ある ZO-1，膜貫通型蛋白である occludin (OCLN)や CLDN1-5などが知られている．シンシチオト
ロホブラストにおいてもこれらの TJ関連蛋白の発現が認められており 49-51)，Haradaらは 43)，ホルス
コリンによって分化させた BeWo細胞ではCLDN1の発現が誘導され，CLDN5の発現が減弱され
る傾向があることを報告した．また，サイトトロホブラストは分化の過程で細胞融合能を獲得し多核
細胞層であるシンシチオトロホブラスト層となる 3-5,50-52)．これには尐なくとも AJ 関連蛋白である
ECADと cadherin-11 (CAD-11)が関連しており，融合時に ECADの発現減尐とCAD-11の発現誘
導を伴うことが報告されている 42,50-56)．これら TJ，AJ関連蛋白の発現変化および細胞融合能の獲
得はシンシチオトロホブラスト化の指標として考えられる． 
また，シンシチオトロホブラスト化の過程においてはホルモン分泌に変化が起こることが知られて
おり，ヒト絨毛ゴナドトロピン(hCG)およびヒト胎盤性乳腺刺激ホルモン（hPL）の分泌が促進するこ
とが報告されている 38,40,44,45,55-62)．これら hCG や hPL の分泌能亢進もシンシチオトロホブラスト化
のひとつの指標である．また，転写因子のひとつである not-expressed choriocarcinoma 1 (NECC1)
は，ヒト絨毛由来細胞株にはほとんど認められず，この発現が誘導されることもシンシチオトロホブ
ラスト化の指標となる 63,64)． 
さらに精度良く胎盤関門薬物透過を評価できるためには，モデル細胞層がシンシチオトロホブ
ラスト層の有する生体異物からの胎児保護機能を反映できる必要がある．胎盤関門における生体
異物の選択的物質透過はトランスポーターによって担われており，中でも生体異物からの胎児保
護には efflux トランスポーターの異物排除機能が不可欠である．シンシチオトロホブラストには，
ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターである各種 efflux トランスポーターの発現が認められ
ている．シンシチオトロホブラストで機能している efflux トランスポーターが，本モデル細胞層でも
機能していることを検証するためには，まずは efflux トランスポーター群の発現が確認されなけれ
ばならない．シンシチオトロホブラストに発現が認められている ABC トランスポーターには，
P-glycoprotein (MDR1)
16,38,65-67)
, multidrug resistance-associated proteins (MRP)1-MRP8
3,4,38,66-72)，
および breast cancer resistance protein (BCRP)などが知られており 72-74)，中でも BCRPのシンシチ
オトロホブラストにおける発現は強力であるため，BCRP の発現誘導がシンシチオトロホブラスト化
の指標としても報告されている 4,74,75)．また，efflux トランスポーターには，apical側と basolateral側
への局在性が明らかとなっているものもあり 68-70,75-77)，BCRPでは主に apical側に局在していること
が知られている 75)．これらの局在性も，シンシチオトロホブラスト化の指標と考えられる． 
これらの報告に基づいて，本章では DJEG細胞層におけるシンシチオトロホブラスト様の分化指
標の解析を行い，まずはDJEG細胞層がシンシチオトロホブラスト様の表現型を獲得している程度
を検証した． 
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第一節 DJEG細胞層の形態的な in vivo類似性 
 
初代培養したサイトトロホブラストは，至適培養条件下で細胞間の融合が起こり，細胞境界が認
められない多核細胞層であるシンシチオトロホブラスト層へと分化することが知られている 4,52,78-83)．
前章で選択した DJEG 細胞にシンシチオトロホブラスト様の分化が起こっているのであれば，シン
シチオトロホブラスト様分化指標のひとつとして，DJEG 細胞が NJEG 細胞には認められないシン
シチオトロホブラスト様の細胞融合能を獲得している可能性がある．本節では，まず NJEG 細胞と
DJEG 細胞の形態的な相違点を確認した後，免疫染色によりシンシチオトロホブラスト細胞融合能
獲得に関連するAJ関連蛋白である ECADとCAD-11の細胞内局在性を検出し，DJEG細胞がシ
ンシチオトロホブラスト様分化指標のひとつである細胞融合能を獲得している可能性を検討した． 
 
実験材料と方法 
 
（１）AJ関連蛋白の蛍光免疫染色 
NJEG細胞およびDJEG細胞をガラススライド上に培養し，−20°Cで 2分間メタノール固定を行
った．このガラススライドをブロッキングワン®(Nacalai Tesque)で室温30分間ブロッキングした．その
後，1次抗体Mouse monoclonal antibodies specific for human CDH11, desmoplakin I and II 
(Abcam), およびMouse monoclonal antibody (BXP-21) directed against human ECAD (R&D)を
室温で 60 分間振盪した．次いで，2 次抗体 Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)と核染色として
4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma) 100 nMで室温 60分間振盪し，共焦点レーザー顕
微鏡により蛍光撮影した． 
 
（２）パラフィン固定による，細胞層断面の Hematoxylin-Eosin (HE)染色および蛍光免疫染色 
NJEG細胞および DJEG細胞層をミリセル®上に作製し，サンプルカセットに封入して 10%ホル
ムアルデヒド PBS溶液により 30分間固定した．これをパラフィン包埋し，0.4 μmの厚さで切片を作
製し，スライドガラスに移し，ホットプレート(54°C)上で24時間乾燥した．HE染色においては，脱パ
ラフィンを行い，ヘマトキシリン・エオシンにより染色し，光学顕微鏡により観察した．蛍光免疫染色
においては，脱パラフィン後，マイクロウェーブにより抗原賦活し，ヤギ血清によってブロッキングし
た後，ECAD と CAD-11 を蛍光免疫染色した． 
 
実験結果および考察 
 
まず，位相差顕微鏡によって NJEG細胞層および DJEG細胞層を鏡検したところ，NJEG細胞
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層においては個々の細胞の輪郭が明確であり，シンシチオトロホブラスト様の形態は観察されな
かったのに対し，DJEG細胞層では細胞間で融合していると考えられるシンシチオトロホブラスト様
の形態が観察された（Fig. 12）．これによって，NJEG細胞は比較的サイトトロホブラスト様の特性を
有し，DJEG細胞はシンシチオトロホブラストへと機能的分化を行っている可能性が示唆された． 
A B
 
Fig. 12. Phase-contrast microscopy (× 200) of JEG-3 cells cultured in MEM 
(A: NJEG) and CSC
®
 medium (B: DJEG) on plastic plates for 7 days. 
 
次に，シンシチオトロホブラストの細胞融合能獲得時にともなう ECAD の発現減弱，CAD-11 の
発現誘導，および細胞境界を示す desmoplakinの発現について，NJEG細胞とDJEG細胞間で蛍
光免疫染色により比較を行った(Fig. 13) ．その結果，DJEG 細胞においては ECAD の発現抑制
傾向が認められ，CAD-11 では微弱ながら発現誘導の傾向が認められた．また，NJEG 細胞およ
び DJEG細胞いずれにおいても，ECADは細胞境界付近に局在していることが認められ，細胞接
着に関連する機能を担っているものと考えられた．さらに desmoplakin の局在性では，DJEG 細胞
の多核化をともなう細胞境界線の広がりが認められた．また，CAD-11についてはNJEG細胞層断
面とDJEG細胞層断面のパラフィン切片による蛍光免疫染色においても(Fig. 14 right column)，微
弱ではあるものの apical側にCAD-11の発現誘導が認められた．これらの結果に基づいて，サイト
トロホブラストからシンシチオトロホブラストへの分化の過程と同様に，DJEG 細胞においても
ECAD発現減弱とCAD-11発現誘導をともなったシンシチオトロホブラスト様細胞融合能の獲得傾
向があることが示唆された．したがって，DJEG細胞層において TEER 値を上昇させた原因のひと
つとして，シンシチオトロホブラスト様細胞融合能の獲得が影響しているものと考えられる．また，
JEG-3 細胞は維持培養されている限り細胞融合能を持たないことが知られているが 5)，本節にお
ける結果は，JEG-3をCSC®培地によって培養することで，本研究においてはじめてシンシチオトロ
ホブラスト様細胞融合能を獲得する可能性があることを示したものである．しかしながら，CAD-11
の発現誘導は微弱であり，シンシチオトロホブラスト様の多核融合細胞層を反映するには，さらな
る培養条件の検討が必要であると考えられる． 
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Fig. 13. Differences between NJEG and DJEG cells with respect to 
the ECAD, desmoplakin, and CAD-11 protein expression levels 
investigated using immunofluorescence. The green curves indicate 
the expression of the proteins, ECAD, desmoplakin, and CAD-11. 
Blue circles shoe counter-staining with DAPI. The arrow in 
desmoplakin in the DJEG column may indicate a fusion of two 
cells. The arrow in CAD-11 in the DJEG column indicates weak 
CAD-11 expression. 
 
さらに DJEG 細胞層の形態的な特性を確認したところ，細胞層断面のパラフィン切片 HE 染色
(Fig. 14 left column)において，JEG-3細胞層の多層性が認められた．本結果を裏付けるものとし
て，BeWo 細胞層や JEG-3 細胞層の多層性は以前の報告でも認められており 17,23,82)，未だヒト絨
毛由来細胞株の in vitroにおける単層膜形成の報告は無い．しかしながら，物質透過を制御する
シンシチオトロホブラスト層を主要層としているものの，胎盤関門にはサイトトロホブラスト層も存在
している．本節の結果によれば，DJEG 細胞層は複層であり，また微弱ながら CAD-11 の発現が
apical側に認められたことから，本DJEG細胞層モデルが CAD-11未発現のサイトトロホブラスト層
とCAD-11発現誘導をともなうシンシチオトロホブラスト層からなる，より胎盤関門を反映した複層モ
 - 22 - 
 
デルである可能性が示唆された．In vitro 細胞層モデルによって透過性評価を行うには，系の均
一性や解析の単純化の観点から単層モデルが適切ではある．しかしながら，胎盤関門様の安定
な in vitro細胞層単層モデルが存在しない現状では，よりシンシチオトロホブラスト層に類似した本
DJEG細胞層を用い，TEER値を揃えることによって均一な評価系を作製することで物質透過の相
対的な評価を行うことが妥当であると考えられる．今後，単層モデル作製への取り組みとともに，
本 DJEG 細胞層モデルが胎盤関門を反映した複層モデルを示している可能性もさらに詳細に検
証していく必要がある． 
 
Fig. 14. Differences between NJEG and DJEG on staining with hematoxylin and eosin 
(HE: left column) and with respect to the expression of CAD-11 using 
immunofluorescence (right column) in parafin sections. The right column arrows 
indicate the expression of the proteins, CAD-11. Blue circles show counter-staining 
with DAPI. NJEG (2 days) indicates NJEG cultured in MEM for 2 days. 
 
第二節 DJEG細胞におけるシンシチオトロホブラスト様分化指標の発現レベル解析 
 
DJEG 細胞層に，透過機能を含めてシンシチオトロホブラスト層に特徴的な細胞機能が備わっ
ていることをできる限り検証するためには，まずそれらに関連する蛋白および mRNA の発現を確
認する必要がある．ここまでの結果により，DJEG 細胞層における細胞間隙透過が経細胞輸送の
評価が可能である程度に抑制されていたこと，また細胞融合能の獲得傾向を示す形態変化が認
められたことが，シンシチオトロホブラスト様の細胞機能を獲得している可能性として示された．さら
に，尐なくともシンシチオトロホブラスト様分化指標として報告されている hCGや hPLなどのホルモ
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ン分泌の亢進や NECC1，efflux トランスポーター群，TJ 関連蛋白，AJ 関連蛋白の発現レベルに
ついて，DJEG 細胞での検証を行うことで DJEG 細胞層の胎盤関門モデルとしての妥当性を高め
ることができる． 
これらの分化指標のうちDJEG細胞層におけるeffluxトランスポーター群のシンシチオトロホブラ
スト層類似性は，トランスポーターを介した薬物透過を評価するにあたって極めて重要な検証項
目である．その中でも，胎盤関門において主な異物排出機能を担う BCRP は胎児への薬物移行
を制御する上で非常に重要な役割を果たしており，シンシチオトロホブラスト層で高い発現レベル
が確認されている．本 DJEG 細胞層モデルにおいても，BCRP の高い発現レベルが確認されるこ
とは，BCRP を介したシンシチオトロホブラスト様の薬物透過を評価するための必要条件と考えら
れる．また Evseenkoらは 4)，サイトトロホブラストのシンシチオトロホブラスト化によって，BCRPの発
現が誘導されるもののMDR1の発現は抑制されることを報告した．これらの発現レベルの変動も，
シンシチオトロホブラスト化の分化指標として用いることができる．さらに，BCRP とは別のサブファ
ミリーに属する efflux トランスポーター群MRP1-8 (MRPs)では，シンシチオトロホブラストにおける
発現プロファイルが明らかとなっており 68)，本DJEG細胞層モデルにおけるMRPsの発現プロファ
イルを確認することで，これらの基質薬物の担体輸送を評価できるモデルとしての可能性を見い
だすことができる． 
また，前章において DJEG 細胞層の TEER 値の上昇は単なる細胞増殖ではないことが判明し
たが，TEER値の上昇にシンシチオトロホブラスト様のTJが形成されている可能性を検証するため
には，TJ関連蛋白の発現レベルを確認する必要がある．さらに，細胞融合能獲得の指標となりうる
ECAD と CAD-11 について，NJEG 細胞層と DJEG 細胞層間での蛋白発現レベルを比較検討す
ることで，前節において示唆された DJEG 細胞の細胞融合能獲得の可能性を裏付けることができ
る． 
本節では，これらのシンシチオトロホブラスト様分化指標の発現レベルを解析することによって，
DJEG 細胞層におけるシンシチオトロホブラスト化の可能性を検証し，胎盤関門モデルとしてのさ
らなる妥当性を見いだすことに取り組んだ． 
 
実験材料と方法 
 
（１）各種 mRNA発現レベルの multiplex RT-PCR法による半定量 
各種培養液により JEG-3細胞を培養後，RNeasy protect cell mini kit (Qiagen)を用いて total 
RNAを抽出し，その 1 μgから iScript® cDNA synthesis kit (Bio-Rad)により first strand cDNA鋳型
を得た．この cDNAをRT-PCRの鋳型として，hPL，NECC1，BCRP，MDR1，MRPs，OCLN，ZO-1，
CLDN1，およびハウスキーピングジーンとして β-actin (ACTB)のプライマーにより(Table 1)，
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multiplex PCR assay kit を用いて RT-PCRを行った．PCRには，GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems)を用いた. PCR 条件は，denaturation 94ºC, 30 秒, annealing 60ºC, 90 秒, 
extention 72ºC, 90 秒，25 (ACTB), 30 (BCRP，ZO-1，CLDN1), 35 (hPL，NECC1，MDR1，
OCLN)，35 (MRPs)サイクルとした．同サイクル数のターゲットジーンの組み合わせ（1）MRPs，
2)hPL，NECC1，MDR1，OCLN，3)BCRP，ZO-1，CLDN1，4)ACTB（単独））で各プライマーを混
合してプライマーセットを作製し，これら 4種のmeltiplex RT-PCRを行った．PCR産物の電気泳動
は，2% アガロースゲルを用い，エチジウムブロマイドで染色後，UV ライトを照射して観察した． 
 
（２）各種 mRNA発現レベルの TaqMan® real-time RT-PCR法による定量 
Multiplex RT-PCR 法によって発現誘導が認められた mRNA に関しては，TaqMan® gene 
expression assays (ABI)を用いて，各種培養液により培養した JEG-3の mRNA発現レベルを定量
した．TaqMan® gene expression assaysは，hPL，BCRP，NECC1，および CLDN1をターゲットとし
た kitを使用した．ACTB (encoded by the ACTB gene, TaqMan® human endogenous control)をハウ
スキーピングジーンとし，multiplex RT-PCR 法と同様に作製した cDNA 鋳型を用いて real-time 
PCR detector (Opticon
®
2; Bio-Rad)により増幅定量を行った．PCR条件は，50°C，2分と 95°C，10
分の前活性化の後，denaturation 95ºC，15秒，annealing と extension 60ºC，60秒，40サイクルとし
た． 
 
（３）BCRP と ECAD蛋白発現レベルの定量 
MEMによる培養 3日間の NJEG細胞(M3細胞)，7日間の NJEG細胞，および後半 4日間を
CSC
®培地で培養した DJEG細胞を PBSで洗浄し，M-PER®100 μLで 30分間溶解して蛋白溶解
液を得た．蛋白溶解液を，10,000gで 20分間遠心し，その上清を BCA kit (Pierce)で蛋白定量を
行い，ウエスタンブロッティングに用いた．1 レーンの蛋白量は 20 μgで電気泳動を行い，PVDF メ
ンブレンに転写し，1 次抗体 Mouse monoclonal antibodies directed against human BCRP 
(Calbiochem)，Mouse monoclonal antibody (BXP-21) directed against human ECAD (R&D)，およ
び Mouse monoclonal antibody (A1978) directed against human ACTB (Sigma)を用いて ECL 
plus(GE Healthcare)による発光検出を行った． 
 
（４） hCGの定量 
MEMによって前培養された JEG-3細胞を，MEMおよびCSC®培地によって 3日間さらに培養
し，培養上清を回収した．この培養上清を 4°C ，8,000 × gで 5分間遠心分離し，上清中の hCG
を hCG ELISA Kit (Cosmo Bio)により定量した． 
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Table 1. Positions and amplified fragment length of the primer sequences used for 
multiplex RT-PCR 
Gene Sequence (Position) 
NCBI 
GenBank 
Accession No. 
Product 
Size 
(bp) 
MRP1 
Sense 
1978 GGTCATCAGCAGCATCGTG 
NM_004996 71 
Antisense 
2048 GCTCCTCATGGGAGAGAAAG 
MRP2 
Sense 
2071 CTCCTTGATATCAGCCATGC 
NM_000392 91 
Antisense 
2161 GGACTGCTGTGGGACATAGG 
MRP3 
Sense 
4315 GGACTTCCAGTGCTCAGAGG 
NM_003786 110 
Antisense 
4424 CCTCGTCTAAAACCAGGATGC 
MRP4 
Sense 
930 GGATCAGGACCATGAATGAAG 
NM_005845 130 
Antisense 
1059 CAGGAACTTCTCAGAATCTTGG 
MRP5 
Sense 
543 GGAGCTCTCAATGGAAGACG 
NM_005688 149 
Antisense 
691 GGCAGAAGATCCACACAACC 
MRP6 
Sense 
1694 GGCCGAGAATGCTATGAATG 
NM_001171 170 
Antisense 
1863 CACCAGGGTCAACTTCTTCC 
MRP7 
Sense 
4139 CCTGTTGTTGGTGCTCTTCC 
NM_033450 190 
Antisense 
4328 GGCCCTGTCCTTATGTAGGC 
MRP8 
Sense 
1654 CAACCTGGTGGTGTCCAAG 
NM_032583 251 
Antisense 
1904 GATTCAGGGAGCAGCAGTG 
MDR1 
Sense 
2094 CAGCCTTGGACACAGAAAGC 
NM_000927 349 
Antisense 
2442 GATCCACGGACACTCCTACG 
BCRP 
Sense 
773 GCTGCAAGGAAAGATCCAAG 
NM_004827 501 
Antisense 
1273 GGCCAATAAGGTGAGGCTATC 
NECC1 
Sense 
219 TCAACAAGGTCGACAAGCAC 
NM_139212 402 
Antisense 
620 AGCCACACCATTTTTCCAGT 
OCLN 
Sense 
215 
CCGAGTTTCAGGTGAATTGG 
NM_002538 248 
Antisense 
462 GGACTTTCAAGAGGCCTGGA 
ZO-1 
Sense 
648 ATGTGCTGAAAGGAGGACCA 
NM_003257 198 
Antisense 
845 CTGGTTCAGGATCAGGACGA 
hPL 
Sense 
259 AGCTGGCCATTGACACCTAC 
NM_001317.3 301 
Antisense 
559 TGGATGCCTTCCTCTAGGTC 
CLDN1 
Sense 
419 GGCAGATCCAGTGCAAAGTC 
NM_021101.4 350 
Antisense 
768 AAGGCAGAGAGAAGCAGCAG 
ACTB 
Sense 
888 GTGGCATCCACGAAACTACC 
NM_001101 210 
Antisense 
1097 CGATCCACACGGAGTACTTG 
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実験結果および考察 
 
まず，各種培養条件による JEG-3細胞において，シンシチオトロホブラスト化を示す分化指標の
mRNA発現レベルをmultiplex RT-PCR法によって確認した(Fig. 15)．その結果，シンシチオトロホ
ブラスト化の分化指標として知られている hPL，NECC1，BCRPについて，MEMによって培養され
た NJEG 細胞に比べ CSC®培地によって培養された DJEG 細胞では，より強く発現誘導されてい
た．特に，シンシチオトロホブラストで発現レベルが最も高いことが知られている efflux トランスポー
ターBCRP については，DJEG 細胞での発現誘導が高レベルであった．さらに，シンシチオトロホ
ブラストに分化することによって発現誘導されることが認められている TJ 関連蛋白 CLDN1 が，
DJEG細胞においても発現誘導されていることが示された．TJ関連蛋白については，CLDN1に加
えて微弱ながらも ZO-1 と OCLNでも発現誘導が認められており，DJEG細胞において TJ形成能
が亢進していることが示唆された．シンシチオトロホブラストにおいても TJ形成能の亢進は認めら 
 
Fig. 15. The expression profiles of MRPs, NECC1 (product size, 402 bp), MDR1 (349 bp), hPL 
(301 bp), BCRP (501 bp), OCLN (248 bp), CLDN1 (350 bp), ZO-1 (198 bp), and ACTB (210 bp) 
mRNAs of the JEG-3 cells cultured in 24-well plates (left-hand two columns) and on Millicell
®
 
24-well cell culture inserts (right-hand seven columns) using multiplex RT-PCR method. The cells 
were cultured under each condition for 4 d after initially culturing in MEM for 3 d. Left-hand 
numbers indicate the size of the PCR products (bp). Right-hand letters indicate the position of each 
target gene. The detail of multiplex RT-PCR method was described in “materials and methods”. 
Data shown a representative of triplicate experiments. ACTB was investigated as a control for total 
mRNA amounts. 
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れており 48,78,79)，本結果はDJEG細胞層のTJ形成能に関するシンシチオトロホブラスト化，および
前章における DJEG 細胞層の TEER 値上昇を裏付けるものである．また，発現変動の大きかった
分化指標について，より詳細に定量的 TaqMan® realtime RT-PCR法で定量したところ（Fig. 16），
NECC1，BCRP，および CLDN1についてはDJEG細胞で有意に発現誘導が認められ，multiplex 
RT-PCR による結果をさらに裏付けることができた．DJEG 細胞における定量的 TaqMan® realtime 
RT-PCR法による hPLの発現は検出できなかったがmultiplex RT-PCR法により発現誘導は確認さ
れており，PCR条件の設定によって検出できる可能性は残されている．十分な TEER値を得ること
はできなかった Ham’s F-12培地においても hPLの発現誘導が認められたが，薬物透過モデルに
用いる細胞層としてはまず細胞間隙透過をより抑制しており，かつシンシチオトロホブラスト様の分
化指標の亢進を認める DJEG細胞層が妥当であると考えられる． 
 
 
Fig. 16. Comparison of the expression ratios of CLDN1, BCRP, NECC1, and hPL mRNAs under 
different JEG-3 culture conditions determined using the TaqMan
®
 realtime RT-PCR method. The 
JEG-3 cells were cultured on Millicell
®
 24-well cell culture inserts for 4 d after initially culturing in 
MEM for 3 d. *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 (Student’s t-test vs. MEM, n = 4). 
 
また，BCRPについては培養液交換時の JEG-3細胞(M3細胞, MEM培養 3日目の JEG-3 細
胞)をコントロールとして，MEM培養 7日目の JEG-3 (NJEG)細胞とMEM培養 3日に加えてCSC®
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培地による培養 4日目の JEG-3 (DJEG)細胞において，その蛋白発現レベルを比較検討した(Fig. 
17)．これにより，蛋白発現レベルにおいてもBCRPはDJEG細胞で誘導されていることが示された．
また，MDR1 mRNA発現レベルについては，DJEG細胞での微弱な発現誘導が認められた(Fig. 
15)．MDR1は，シンシチオトロホブラストにおいて発現が抑制されるとの報告があるが消失すると 
 
Fig. 17. Difference between NJEG and DJEG cells with respect to ECAD and BCRP protein 
expressions investigated using the western blotting.  The cells were cultured under three 
conditions: for 3 d in MEM (M3), 4 d in MEM (NJEG), and 4 d in CS-C
®
 after initial culture in 
MEM for 3 d (DJEG). Numbers on the left indicate the size of the target proteins. Letters on the 
right indicate the name of each target protein. Data shown a representative of the triplicate 
experiments. The ACTB protein was investigated as a control of total protein amounts. 
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Fig. 18. Secretion amount of hCG for 3 days from JEG cells cultured in MEM (NJEG) 
and CSC
 ®
 (DJEG). Human chorionic gonadotropin (hCG) secretion was measured after 
the collection of each supernatant. **p < 0.01 compared with MEM (Student’s t-test). 
Data points represent the mean ± SD values of at least 4 different layers.  
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いう報告はなく，より詳細な検討が必要ではあるものの DJEG細胞におけるMDR1の微弱な発現
誘導も，シンシチオトロホブラスト様である可能性が考えられた．また，シンシチオトロホブラスト化
において亢進する，hCGの分泌特性を NJEG細胞と DJEG細胞間で比較検討した（Fig. 18）． 
その結果，hCGの分泌はDJEG細胞において促進されており，これについてもシンシチオトロホブ
ラスト様分化指標が亢進していることが示された．これら，シンシチオトロホブラスト様分化指標発
現レベルの比較検討によって，DJEG細胞は NJEG細胞に比べてよりシンシチオトロホブラスト様
の分化を行っている可能性が強く示唆された． 
さらに，MRPs mRNA発現プロファイルを確認したところ(Fig. 15)，DJEG細胞では NJEG細胞
に比べて MRP1,3,5,7 に発現誘導の傾向が認められ，中でも MRP5 の発現誘導が最も高レベル
であった．既報のシンシチオトロホブラストにおける MRPs 発現プロファイルでは 68)，MRP1,2,5,7
の発現レベルが比較的高レベルである．本結果における DJEG細胞のMRPs mRNA発現プロフ
ァイルは，既報のシンシチオトロホブラストのプロファイルとは，MRP2,3 について一致していないも
のの，他のMRPsの発現プロファイルは類似していることを示した．これにより，本 DJEG細胞層モ
デルが，大部分のMRPs排出機能を反映できる可能性を有することが判明した． 
また，シンシチオトロホブラスト様細胞融合能獲得の指標となりうる ECADとCAD-11について，
NJEG細胞層とDJEG細胞層間での蛋白発現レベルを比較検討した．DJEG細胞においてMEM
培養 3日目の JEG-3 (M3)，NJEG細胞，および DJEG細胞において，ECADの蛋白発現レベル
を比較検討したところ(Fig. 17)，MEM培養 3日目の JEG-3よりも培養 7日目のNJEG細胞の方が
ECAD の蛋白発現が誘導されたが DJEG 細胞では誘導されなかった．CAD-11 については，
NJEG細胞とDJEG細胞のいずれにおいても今回のウエスタンブロッティングの条件では検出でき
なかった（データ未掲載）．本結果より，尐なくとも DJEG 細胞においてシンシチオトロホブラスト様
である細胞融合に伴う ECADの蛋白発現の減弱が認められ，前節において示されたシンシチオト
ロホブラスト様の鏡検像に加えてシンシチオトロホブラスト化の特徴である融合能獲得の可能性は
高いことをさらに示唆した． 
一方，TEER値に関して DJEG細胞層に及ばなかった他の培養条件でも，いくつかのシンシチ
オトロホブラスト様分化指標の亢進を認めたものはあったが(Fig. 15, 16)，hPL，NECC1，および
BCRP 発現誘導がすべて認められたものは，CSC®培地とこれに培地組成が類似している D/F + 
aFGFのみであった．In vitro胎盤薬物透過モデルとしては，できる限りシンシチオトロホブラスト類
似性を表現していること望ましいが，中でも物質透過モデルとして備えているべき指標は，細胞層
のTEER値とシンシチオトロホブラストにおいて高レベルの発現が認められるBCRPの発現誘導で
ある 4,74,75)．この観点から，CLDN1，NECC1 の発現誘導が認められた DMEM 培地や，hPL の発
現誘導が認められた Ham’s F-12培地による JEG-3培養では，経細胞輸送を評価できる TEER値
を得ることや BCRP 基質の胎盤関門透過性を評価することは困難であり，胎盤関門の物質透過を
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評価するモデルには高い TEER 値が得られた上で，hPL，NECC1 などの分化指標の亢進，およ
び高レベルの BCRP 発現誘導がすべて認められた CSC®培地またはこれに培地組成が類似して
いる D/F + aFGF培地が妥当であると考えられる．さらに，CSC®培地と D/F + aFGF培地を比較し
ても BCRP の発現レベルは CSC®培地の方が高レベルであり，本節の結果は，CSC®培地が胎盤
薬物透過評価モデル細胞層として最も妥当であることを裏付けるものであった． 
本節では，まずはシンシチオトロホブラスト様分化指標の発現レベル解析を行い，DJEG細胞の
hPL，hCG，NECC1，BCRP，MDR1，MRPs，CLDN1，および ECADに関する発現プロファイルが，
NJEG 細胞よりシンシチオトロホブラスト様であることが認められ，DJEG 細胞層がシンシチオトロホ
ブラスト様の表現型を多く有していることが明白となった．さらにシンシチオトロホブラストに類似し
た efflux トランスポーターが発現していることが認められ，DJEG 細胞層モデルにトランスポーター
を介した胎盤関門薬物透過を正確に評価できる可能性があることが示された． 
 
第三節 小括 
 
本章では，胎盤関門の経細胞輸送を評価出来る可能性のあるモデルとして，DJEG 細胞層モ
デルを用いて，さらにシンシチオトロホブラスト類似性を検証した．胎盤関門モデルは，シンシチオ
トロホブラスト類似性が高いほどその薬物透過を正確に評価できると考えられる．シンシチオトロホ
ブラスト様の分化指標には，hCG や hPL などの妊娠時に亢進するホルモン分泌，ヒト絨毛癌細胞
株にはほとんど発現が認められていない NECC1 の発現誘導，efflux トランスポーターの発現プロ
ファイルの類似性，細胞融合能の獲得などがある．これらの分化指標の解析は，DJEG 細胞層が
胎盤関門モデルとして妥当であることを確認するための有力な手段である． 
本章の結果により，CSC®培地によって培養した本DJEG細胞層はシンシチオトロホブラスト様ホ
ルモン分泌の亢進として，hCG の分泌能の亢進と hPL mRNA の発現誘導が認められた．また，
NECC1 の発現誘導も認められ，シンシチオトロホブラスト様の分化を行っていることが強く示唆さ
れた．さらに，BCRPの高レベルの発現誘導およびMDR1, MRPs mRNA発現プロファイルのシン
シチオトロホブラスト類似性も確認され，本DJEG細胞層モデルが efflux トランスポーターを介した
担体輸送を含めた，胎盤関門の経細胞輸送を評価できる可能性があることが判明した．また，TJ
関連蛋白のmRNA発現誘導，および ECADの発現減弱とCAD-11の発現誘導をともなった細胞
融合能の獲得傾向が認められ，DJEG 細胞層がシンシチオトロホブラスト様の機能を獲得して
TEER値を上昇させていることが示唆された．これら，DJEG細胞におけるシンシチオトロホブラスト
様分化指標の解析結果を，シンシチオトロホブラストにおける報告および NJEG 細胞と比較して
Table 2に示した． 
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Table 2. Simplified summary of a comparison between the characterization 
of syncytiotrophoblast reported previously, NJEGs, and DJEGs. 
Characterizations 
Syncytiotrophoblasts 
(as reported 
previously) 
NJEGs in our 
study 
DJEGs in our study 
Secretion of hCG Induced 
Mildly 
secreted 
Induced 
Expression of hPL Induced Not detected Mildly induced 
Expression of NECC1 Temporarily induced Not detected Induced 
Expression of BCRP 
Strongly 
induced 
Mildly 
induced 
Strongly 
induced 
Expression of MDR1 Reduced Not detected Not detected 
Induction of MRPs MRP1, 2, 5, 7 
Mildly 
expressed 
MRP1, 3, 5, 7 
Expression of CLDN1 Induced 
Mildly 
expressed 
Induced 
Expression of ECAD Reduced 
Strongly 
induced 
Reduced 
Expression of CAD-11 Induced Not detected Mildly induced 
Fusion ability Fusogenic Non-fusogenic Mildly fusogenic 
 
シンシチオトロホブラスト様分化指標の解析において，本DJEG細胞層モデルはNJEG細胞層
に比べて明らかにシンシチオトロホブラスト類似性を示し，NJEG 細胞から DJEG 細胞に分化する
にあたってシンシチオトロホブラスト化の過程をたどっていることが強く示唆された．これらのシンシ
チオトロホブラスト類似性を維持したまま，経細胞輸送を評価出来る可能性を持った in vitro 胎盤
関門薬物透過評価モデルは，これまでに全く報告例が無く，本DJEG細胞層モデルは，現段階で
は最も胎盤関門薬物透過評価モデルに妥当であることが判明した． 
一方，いくつかの問題点も明らかとなり，まず DJEG 細胞の MRPs mRNA 発現プロファイルは
MRP2,3 においてシンシチオトロホブラスト類似性を認めなかった．MRP2,3 の基質薬物の代表的
なものには，ビンブラスチンやエトポシドなどが報告されている 68)．本DJEG細胞層において，これ
らのトランスポーター基質薬物の透過性評価を行う場合には，評価値への影響の程度を今後詳
細に検証しておく必要がある．また，DJEG 細胞においてシンシチオトロホブラスト細胞融合にとも
なうCAD-11の発現誘導が微弱であった．Evseenkoらは 4)，サイトトロホブラストのシンシチオトロホ
ブラスト化に向けた培養条件において，培養液にインスリンを添加した．このような知見を基に，さ
らに培養条件を検討していくことで，DJEG 細胞層が，さらにシンシチオトロホブラスト様の細胞融
合能を獲得できる可能性は残されている．さらに，DJEG 細胞層の複層性に関しては，前述のとお
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り，本 DJEG 細胞層モデルが胎盤関門を反映した複層モデルを示している可能性を検証するとと
もに，より単純系を目指してシンシチオトロホブラスト層単層膜の作製条件の検討も有用な課題で
ある．また，胎盤関門に発現しているトランスポーター群の一部は，その局在性が報告されており
6,69,70,82,84)，より胎盤関門薬物透過モデルとしての妥当性を検証するために，今後詳細に DJEG細
胞層におけるこれらの局在性を解明していくことも検討課題と考えられる． 
以上のような検討課題は残るものの，これまでの結果から本 DJEG細胞層モデルは，現段階で
は極めてシンシチオトロホブラスト層に類似した in vitro胎盤薬物透過評価モデルであると言える．
また，担体輸送を担う efflux トランスポーターBCRP とMRPsの発現が確認できていることで，まず
は本モデルにおいてこれらのトランスポーターを介した経細胞輸送の透過評価も行える可能性が
示された．さらに，シンシチオトロホブラストに発現しているトランスポーター群の機能を DJEG細胞
層が反映していれば，胎盤関門の薬物透過を予測できる in vitro評価系として利用できることが示
される．次章では，本DJEG細胞層モデルを介した基質薬物の透過性を評価し，実際に DJEG細
胞層モデルが胎盤関門透過機能を反映できる可能性を検証した． 
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第三章 DJEG胎盤薬物透過モデルの透過機能解析と有用性の評価 
 
胎盤関門の薬物透過性は，主に経細胞輸送経路を介して薬物の分子量や，脂溶性などの物
性，およびトランスポーターなどの担体輸送によって決定される．In vitro 胎盤関門薬物透過評価
モデルの確立に向けては，最終的にその薬物透過性がシンシチオトロホブラスト様である必要が
ある．そのためにはシンシチオトロホブラストに備わっているトランスポーターが，本 DJEG 細胞層
モデルにおいても機能していることが必要である．前章で既に，efflux トランスポーターに関して
DJEG 細胞層でのシンシチオトロホブラスト様発現プロファイルを確認した．さらに本章では，本
DJEG 細胞層モデルを介したこれらのトランスポーター基質薬物の透過特性が，シンシチオトロホ
ブラスト様であることを検証し，in vitro胎盤薬物透過評価モデルとしての妥当性評価を行った．最
後に，3 種の睡眠導入剤について本モデルを用いた薬物透過性を評価し，その胎児移行性を予
測することを試みた． 
 
第一節 トランスポーター基質薬物を用いた DJEG胎盤薬物透過モデルの透過機能解析 
 
まず，前章において BCRPの高い発現レベルが確認された本 DJEG細胞層モデルにおいて，
さらに BCRP が機能していることが明らかとなれば，胎盤関門の主な異物排出機能を反映できる
モデルであることが判明する．ヒトと同様にラット胎盤でも BCRP の発現レベルは高いことが知られ
ており，ラット胎盤を介したシメチジンの輸送は胎児側から母体側への輸送が促進的であり，この
促進的な母体側への輸送は BCRP 阻害剤によって制限されることが報告されている 85)．また
Pavekらは 86)，ヒト BCRPを遺伝子導入したイヌ腎上皮由来MDCKII細胞を用いて，シメチジンの
細胞内取り込みが BCRP 阻害剤によって明らかに促進することを報告し，ヒトにおいてもシメチジ
ンがBCRP基質薬物のひとつであることを示した．また，シメチジンはヒト胎盤において代謝を受け
ないこと 87)，受動拡散による生体膜輸送が低レベルであること 86)，および MDR1 の基質ではない
ことが知られており 85)，胎盤を介した BCRPの機能評価に適切な基質薬物である．したがって，本
節ではまず本 DJEG 細胞層モデルが BCRP による排出機能を反映できることを明らかとするため
に，DJEG 細胞層を介したシメチジンの透過特性を検討し，DJEG 細胞層が efflux トランスポータ
ーによる透過特性を示すことを検証した． 
次に，より DJEG細胞層の胎盤薬物透過モデルとしての妥当性を検証するために，他の efflux
トランスポーター群 MRPs についても本 DJEG 細胞層モデルにおける透過機能評価を行った．フ
ルオレセインはMRPsの基質薬物であること，またプロベネシドはそれらの阻害剤であることが知ら
れている 66,88-90)．そこで，本 DJEG細胞層モデルがMRPsの排出機能特性を反映しうることをプロ
ベネシド処理および無処理のDJEG細胞層モデル間で比較し，フルオレセインのDJEG細胞層を
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介した透過特性を評価した． 
さらに，本DJEG細胞層モデルにおいて，シンシチオトロホブラストが有する influx トランスポー
ターに関しても透過機能評価を行った．バルプロ酸は妊娠時の薬物療法において催奇形性の報
告があり，その使用には細心の注意を払う必要がある．また，バルプロ酸の胎児移行性は高いこと
が知られており 91,92)，この要因には低分子量，脂溶性に加えて influx トランスポーターであるモノ
カルボン酸トランスポーター(MCT)による担体輸送の関与などが報告されている 20,21,93-97)．さらに
は，バルプロ酸の胎児移行性報告はヒトでの試験結果も報告されており，18 名の妊婦によるヒトに
おけるバルプロ酸の胎児移行性の報告では胎児血／母体血比（F/M 比）が 1.38 と高値を示した
92)．これらの知見から，バルプロ酸は受動拡散とMCTを介して胎盤関門の高い透過性を示すこと
が判明している．これらの報告に基づいて，本 DJEG 細胞層モデルが胎盤関門の透過機能を備
えていることをさらに検証するため，バルプロ酸の高い胎盤透過性を反映しうることを検証した． 
本節では，これらDJEG細胞層の透過機能評価を行うことで，本DJEG細胞層モデルが細胞特
性のシンシチオトロホブラスト類似性に加えて，胎盤関門の透過機能を反映できることを検証する
ことに取り組んだ． 
 
実験材料と方法 
 
（１） シメチジン透過実験 
透過実験の準備として，ミリセル®を用いて作製した NJEG細胞層および DJEG細胞層の培養
液を 4.5 g/L D-グルコース含有 Hank’s balanced salt solution (HBSS)で置換し，30分間インキュベ
ートして細胞層を安定化させた．最終濃度 10～300 μMのシメチジン(wt. 252，LogP = 0.072)を上
層または下層に添加し，37°C で 60分間の透過実験を行い，上層または下層のシメチジン濃度を
high performance liquid chromatography (HPLC)を用いて定量した．透過速度(J)および非線形回
帰は式 2を用いて Sigma Stat®により解析した． 
 
式 2:  J: permeation rate (nmol/cm2·s), Ns: 
non-saturable constant, Km: michaelis 
constant, Jmax: maximum permeation rate. 
 
（２）HPLCを用いたシメチジンの定量 
HPLC条件は，流速 1 mL/分，移動相(2 mM トリエチルアミン含有 25 mM酢酸 : アセトニトリ
ル = 20 : 80)，カラム(Cosmosil，ナカライテスク，150 × 2.1 mm, 5 µm, 10 Å)，検出 UV 228 nmで
行い 98,99)，リテンションタイム，6.1分であった． 
 
（３）フルオレセインの透過実験 
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透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 15 μMのフルオレセイン(wt. 332，
LogP = 2.66)およびMRPsの阻害剤 probenecid 100 uMを上層に添加し，37°C で 60分間の透過
実験を行った．下層から 10 μLを採取し，190 μLのHBSSで希釈した後，フルオレセインを蛍光光
度計(excitation 485 nm, emission 528 nm)で定量した． 
 
（４） バルプロ酸の透過実験 
透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 125～2000 μMのバルプロ酸(wt. 
144，LogP = 2.58)を上層または下層に添加し，37°C で 60分間の透過実験を行った．上層または
下層から 10 μLを採取し，190 μLの HBSSで希釈した後，VIVA-E免疫比濁測定装置 (デイドベ
ーリング)により，エミット®2000バルプロ酸アッセイを用いて定量した． 
 
実験結果および考察 
 
BCRP は，母体側に局在している efflux トランスポーターである．まず，本 DJEG細胞層モデル
により，母体側である apical（A）側から胎児側である basolateral（B）側へのシメチジンの透過（A to 
B）係数と，逆方向の透過（B to A）係数を比較した．NJEG細胞層では両方向の透過性に顕著な
相違を示さなかったが，DJEG細胞層では B to Aの透過が有意に高いことが示された(Fig. 19)． 
 
Fig. 19. Apparent permeability coefficient (Papp) of cimetidine (30 μM) 
across NJEG and DJEG layers both apical side to basolateral side (A to B) 
and basorateral to apical (B to A). Permeation studies were carried out for 
60 minutes. **p < 0.01 vs DJEG A to B. 
 
シメチジンの A to B透過性は，BCRPの排出機能によって B to A透過性よりも低くなったと考えら
れ，本結果により本 DJEG細胞層モデルが，BCRPによる排出機能を反映していることが示唆され
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た． 
また，DJEG 細胞層における両方向のシメチジンの濃度依存的透過性を検討したところ(Fig. 
20)，排出方向 B to A のシメチジン透過は濃度依存的な飽和性を示し，Km 値 19.8 μM をとる
Michaelis-menten型の飽和曲線に適合する成分と線形性の成分の和で回帰することができた．本
結果により，本 DJEG 細胞層モデルによるシメチジンの透過特性には，明かな efflux トランスポー
ターを介した透過特性が認められ，本 DJEG細胞層モデルが BCRPの排出機能を反映できること
を強く示唆した． 
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Fig. 20. Concentration dependent permeation rate (J) of cimetidine across DJEG layers 
both apical side to basolateral side (A to B) and basorateral to apical (B to A). Apparent 
permeability coefficients indicate the values in clinical cimetidine concentrations. Km: 
Michaelis constant, Ns: Non-saturable constant. Eadie-Hofstee plot indicates the 
saturable component. 
 
Johnston らは 100)，シメチジンを投与された 62 名の妊婦から母体血と臍帯血を採取して，シメチ
ジンの F/M 比が約 0.5 であることを報告し，ヒトにおいてもシメチジンは母体血側へ能動的に排出
されることが示された．一方 Staud らは 85)，ラット胎盤を介した胎児側と母体側の 2 層灌流モデル
によって，シメチジンの BCRP を介した両方向透過性を評価し，胎児側から母体側への透過速度
が，Km値 16.7 μMをとる濃度依存的な飽和性を示すことを報告した．このとき，シメチジン F/M比
は約 0.5で平衡したが，BCRP阻害剤処理することで F/M比は 1に近づいた．既に，シメチジンが
(nmol/cm
2
·s) 
 - 37 - 
 
ヒト BCRP の基質であることは明らかとされており 86)，前述のヒトにおけるシメチジンの母体側への
能動的な排出も，BCRP によって担われている可能性は非常に高い．したがって，DJEG 細胞層
のシメチジン透過特性は，BCRP の排出機能を反映している可能性が高く，本 DJEG 細胞層モデ
ルが胎盤関門の主な異物排出機能を反映できるモデルであることを強く示唆した． 
また，前述の報告からヒトとラットにおけるシメチジンの F/M比試験の報告は同等であることが示
されており，本 DJEG 細胞層とラットにおける BCRP を介したシメチジン透過の Km 値も同レベル
の結果が得られている．今後，さらにヒト細胞による Km 値の検討の余地はあるが，本 DJEG 細胞
層モデルにおけるシメチジンの透過パラメーターKm値が，ヒトと同等の F/M比を示すラット BCRP
を介したシメチジン透過パラメーターと同レベルであることは，本 DJEG細胞層モデルがヒト BCRP
機能を反映していることを一部裏付けるものである． 
一方，in vitro 細胞層モデルを用いた物質透過の評価では，まず均一な細胞層の形成が重要
な点であるが，in vivo と比較することで最終的に良好な相関性を得ることを目指さねばならない．
第一章で述べたが小腸における薬物吸収のモデルであるCaco-2細胞層モデルの例では，TEER
値が 300 ohms・cm2に達することで，小腸上皮細胞層との良好な薬物輸送の相関性を得ることが
できる．In vivoにおける TEER値は明白となってはいないが，小腸上皮細胞層と良好な相関性を
得た Caco-2細胞層では，物質透過の絶対値そのものは in vivo よりも抑えられていることが知られ
ている．本モデルを用いたシメチジンの透過性評価では，有効血中濃度域における 60 分間の透
過実験において，母体側薬物量の約 100分の 1が胎児側へ移行すると予測された．摘出満期胎
盤を用いた ex vivoモデルを用いた報告では，有効血中濃度域での母体側から胎児側への 60分
間のシメチジン透過は，母体側薬物量の約 100分の 4と予測されている 84)．本DJEG細胞層モデ
ルは，尐なくとも満期胎盤を用いた ex vivoと同レベルの物質透過に対するバリア能を有していると
考えられ，今後 in vivoデータとの相関性を検証していくための適正なモデルであると期待できる． 
次に，本 DJEG細胞層モデルによってMRPsの基質であるフルオレセインの透過特性を評価し
たところ，プロベネシドを作用させてMRPsの機能を制限すると，DJEG細胞層を介したフルオレセ
インの透過係数は有意に高くなることが示された(Fig. 21)．本結果は，MRPsの排出機能がプロベ 
ネシドによって抑えられ，A to Bのフルオレセイン透過時に機能していたMRPsによるA側への排
出が抑制されることにより，B 側への透過量が増加したと考えられた．しかしながら，フルオレセイ
ンが MRPs の基質であることはいくつか報告されているものの，全ての MRPs の apical 側と
basolateral 側への局在は未だ明確にされておらず，フルオレセインと MRPs サブタイプ間の親和
性も未知である．現在，尐なくともフルオレセインは MRP1 と MRP2 の基質であり，プロベネシドは
これらを阻害することが報告されている 66,88-90,101)．前章で確認されたとおり，本 DJEG細胞層モデ
ルにおけるMRP1 とMRP2の発現レベルは低レベルであった．本結果において示された，プロベ
ネシドのMRPs阻害に起因するフルオレセインのA to B透過係数の増大は，有意差を認めたもの
 - 38 - 
 
のわずかであった．本結果は，apical側に局在している報告のあるMRP2の発現が本モデルでは
低レベルであり，受動拡散の寄与が大きいことに起因している可能性が有る．したがって，DJEG
細胞層を介したフルオレセインの透過が MRPs 排出機能の反映を一部示したものと考えられるが，
他のMRPs基質や阻害剤による検討を含めて，さらにMRPsを介した透過機能特性を検証するこ
となど，今後の課題も残っている． 
 
Fig. 21. Effect of Probenecid (100 μM) on the fluorescein (15 μM) apparent 
permeability coefficient across the DJEG layers (A to B). *p < 0.05. 
さらに，本 DJEG 細胞層モデルにおけるバルプロ酸の透過性評価を行なったところ，有効血中
濃度域(500 μM付近)において A to B方向の透過性が有意に高く，本モデルがバルプロ酸の高
い胎児移行性を反映していることを示唆した．また，A to B 方向のバルプロ酸透過性は，influx ト
ランスポーターの流入透過機能を反映したと考えられる飽和性が認められ，Michaelis-menten 型
の飽和曲線に適合する成分の Km値は 1.76 mMであった(Fig. 22)．Ushigome らと Utoguchi らに
よる BeWo 細胞 20,21)，および Nakamura らによるヒトシンシチオトロホブラスト膜小胞を用いた 96)，
バルプロ酸のMCTによる細胞内取り込み実験の報告によれば，そのKm値はそれぞれ 11.4 mM，
0.2 mM，1.04 mMであった．これらの報告の中でも，本節における結果は，よりヒトシンシチオトロ
ホブラストと同レベルであり，DJEG細胞層のバルプロ酸A to B透過性において認められた飽和性
は，シンシチオトロホブラストに発現している MCT を介した透過機能が反映されていることを強く
示唆した． 
また，バルプロ酸は低分子量の脂溶性物質であり，受動拡散の寄与が大きいと考えられている．
本結果においても線形性の A to B透過成分の寄与が大きく，バルプロ酸における受動拡散の寄
与率の高さを示したものと考えられる．本研究では，DJEG細胞における influx トランスポーターの
発現を検討していないが，バルプロ酸の透過性評価から，MCT も発現していることが予測され，
本モデルにおいて，influx トランスポーターを介した薬物透過の比較評価もできる可能性が示され
た． 
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ここまで，本 DJEG細胞層モデルが経細胞輸送を評価できる可能性の面で既存の BeWo細胞
層やNJEG細胞層モデルに比較してより適切であり，細胞特性や effluxトランスポーターに関連す
る mRNAおよび蛋白の発現プロファイル，胎盤関門の主要層であるシンシチオトロホブラスト層に
極めて類似していることを示してきた．さらに，本節では DJEG 細胞層モデルが，シンシチオトロホ
ブラストに発現している主なトランスポーターである，BCRP，MRPs，および MCT を介した経細胞
輸送においても，シンシチオトロホブラスト層様の透過機能特性を示すことを明らかとした．これら
の結果によって，本 DJEG細胞層モデルが現段階では最も薬物胎児移行評価系に適う胎盤関門
薬物透過評価モデルであることが強く示唆された．そこで次に，本 DJEG 細胞層モデルを用いて
いくつかの医薬品の in vitro 胎盤関門薬物透過評価を行い，胎児移行性を予測することを試み
た． 
 
Fig. 22. Concentration dependent permeation rate (J) of valproic acid across 
DJEG layers from apical side to basolateral side (A to B) for 60 minutes. 
Apparent permeability coefficient indicates the value in clinical valproic acid 
concentration. Km: Michaelis constant, Ns: Non-saturable constant. *p < 
0.05. 
 
第二節 DJEG胎盤薬物透過モデルによる睡眠導入剤の胎盤関門透過性予測 
 
妊娠時に使用される可能性が高く，かつ主に胎児安全性情報が不足している医薬品を使用
(nmol/cm
2
·s) 
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せざるを得ない疾患領域の妊娠時薬物療法では，適切な医薬品の選択を行い難いために 102-104)，
本 DJEG 細胞層モデルを用いて比較評価された医薬品の胎児移行性情報が，臨床応用に向け
て実に有益な情報となり得る．これらの疾患領域で用いられる医薬品群のひとつに睡眠導入剤が
あり，本節ではブロチゾラム，トリアゾラム，ゾピクロンの比較評価を行った．医薬品の胎児危険度
分類のひとつに FDA 分類があるが，これを基にして胎児安全性情報を纏めているデータベース
のひとつに Drugs in Pregnancy and Lactation (DPL)がある 91)．DPLは現状では医薬品の胎児安
全性情報としての情報量が比較的多いために，DPL評価と称されて世界的に利用されている．ブ
ロチゾラムとゾピクロンに関する情報はこの DPLにも記載されておらず，トリアゾラムの胎児移行性
は他の同種同効薬(ジアゼパム)を参照のことと記載されている．しかしながら，同種同効薬では，
薬理作用の同等性から胎児毒性が同等である可能性はあるが，薬物の物性などに依存する医薬
品の胎児移行性が必ずしも同等であるとは言えない． 
そこで，本節では，本 DJEG 細胞層モデルを用いて，ブロチゾラム，トリアゾラム，およびゾピク
ロンの透過性比較評価を行い，これらの胎児移行性の予測を試みた． 
 
実験材料と方法 
 
（１） 3種の睡眠導入剤の透過実験 
透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 10 μMのブロチゾラム(Bz: w.t. 394, 
LogP 2.34)，トリアゾラム(Tz: w.t. 343, LogP 2.66)，ゾピクロン(Zc: w.t. 389, LogP 2.53)を上層に添
加し，37°C で 60分間の透過実験を行った．下層から 200～500 μLのサンプルを採取し，固相抽
出した後，液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析装置(LC/MS/MS)で定量した 105-107)．3 種混合
透過実験では，上層にそれぞれ最終濃度 10 μM で Bz，Tz，Zcを混合添加して同様に透過実験
を行い，下層に透過した 3種の薬物量を LC/MS/MSで定量した． 
 
（２） 3種の睡眠導入剤の定量 
固相抽出カラム Sep-Pak® Vac C-8 (Waters)をメタノール 1 mLで平衡化し，蒸留水 1 mLでメタ
ノールを除去した後，カラムにサンプルをアプライした．蒸留水 5 mLで洗浄した後，アセトニトリル
1 mLで溶出し，終濃度 5 ng/mLの内部標準物質(Paroxetine-D6)とともに LC/MS/MSにアプライし
た．HPLCシステムは，SLC-A10 (Shimazu)を用い，カラム 5C18-MS-II (Waters, 50 × 2 mm)により，
移動相，蟻酸アンモニウム緩衝液 (pH 3.0; 2 mM)：アセトニトリル = 30：70，流速 0.7 mL/分，アプ
ライ量 20 μLで分離を行った．分析時間は 5分で，MS/MSシステム API2000 (ABI)に連動させ，
イオン化法 APCI，測定モード MSM ポジティブイオンで解析を行った．インターナルスタンダード
に Paroxetine-D6 (ターゲットイオン：336.1 (m/e)，プロダクトイオン：76.2，リテンションタイム：0.26分)
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を用い，Bz (394.9/314.2，0.36分)，Tz (343.1/239.1，0.35分)，Zc (389.1/245.2，0.27分)の測定を
行った． 
 
実験結果および考察 
 
本 DJEG 細胞層モデルにより，ブロチゾラム，トリアゾラム，およびゾピクロンの 3 種の睡眠導入
剤の透過性を比較評価したところ，トリアゾラムの透過性はブロチゾラムの 1/2 程度と低く，ゾピクロ
ンはさらにブロチゾラムの 1/10程度と低透過性であることが示された．また，3種共存下でのブロチ
ゾラム，トリアゾラム，およびゾピクロンの透過性をそれぞれ単独で上層に添加した場合の透過性と
比較評価したところ，ブロチゾラムとトリアゾラムにおいては，3 種混合時の透過性が有意に低くな
り，ブロチゾラムとトリアゾラム，またはゾピクロンと他の２種の薬物間に競合的薬物輸送の可能性
が示唆された（Fig . 23）．これら 3種の薬物は脂溶性がほぼ同等であるにも関わらず，その DJEG
細胞層透過性は大きく異なっていた．本結果は，ゾピクロンの胎児移行性が低レベルであることを
示唆するとともに，分子量，および脂溶性などの物性だけでは，胎盤透過性を正確に評価できな
いことを示唆している．ブロチゾラム，トリアゾラム，ゾピクロンは，トランスポーター基質としての報 
 
Fig. 23. Apparent permeability coefficient of benzodiazepine 
drugs (Bz: brotizolam, Tz: triazolam, Zc: zopiclone, each 10 
μM) across the DJEG layers (A to B). Bz (Bz + Tz + Zc) 
indicates the apparent permeability of Bz added 
simultaneously each 10 μM final concentration of Bz, Tz, and 
Zc to the upper chamber. ***p < 0.001, **p < 0.01. 
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告はほとんど無く，トリアゾラムが尐なくとも MDR1 の基質では無いことが報告されているのみであ
る 103)．しかしながら，ゾピクロンの透過性が低かったことから efflux トランスポーターの基質の可能
性，またはブロチゾラムとトリアゾラムに influx トランスポーターの基質である可能性が考えられた．  
これらのことから，担体輸送を無視した，生体膜脂質 2 重層モデルだけでは胎盤薬物透過を正確
に評価することは困難であり，シンシチオトロホブラストにできる限り類似した細胞層によって，トラ
ンスポーターなどの能動輸送をも考慮した in vitro 胎盤薬物透過評価モデルを用いることの有用
性が示された．また，今後の臨床支援としては，妊娠時にこれらの医薬品が必要な場合，胎盤透
過性が低いであろうと予測されるゾピクロンを選択して，胎児移行を無視できる母体有効投与量を
予測することなどが考えられる． 
また，各薬物の単独透過性と 3 種混合時の各薬物の透過性を比較した結果から，今後の詳細
な検討が必要ではあるが，これらの薬物の中から適切な組み合わせを選択し，減量して併用する
ことで薬効を維持しつつ両薬物の胎盤透過を半減させる処方を予測し，設計できる可能性がある
と考えられる． 
本節の結果より，本 DJEG 細胞層モデルを用いて，胎盤薬物透過を包括的に比較評価してい
くことで，胎児への影響が無い程度に医薬品の胎児移行を抑えられる投与量の設計など，臨床支
援としての意義を見いだせる可能性が示された．将来的には，わずかながら存在する，妊娠時に
投与された医薬品の F/M比の知見などとの相関性を検証することで，本モデルの臨床支援として
の意義を明確にしていくことができるものと期待する． 
 
第三節 小括 
 
前章までで，DJEG 細胞層がシンシチオトロホブラスト層に極めて類似した細胞特性を有してい
ることが示唆されており，本章では，さらに DJEG 細胞層における実際の経細胞薬物透過機能が
シンシチオトロホブラスト様の機能を発揮することを検証した．シンシチオロトロホブラストには，
BCRP を主とする efflux トランスポーターが備わっており，実に緻密に異物排出機能を担っている．
Efflux トランスポーターは，さまざまな基質特異性を有しており，efflux トランスポーターの基質とな
る薬物の胎児移行はそれらの異物排出機能によって制限されている．まず，BCRP の基質として
知られているシメチジンを用いて，本 DJEG細胞層モデルの透過性を評価したところ，A to Bの透
過よりも B to Aの透過が有意に高く，また B to A透過には担体輸送の介在を示す濃度依存的な
飽和性が認められた．今回はミリセル®によって DJEG 細胞層を作製したが，同様の培養メンブレ
ンを備えるトランスウェル®で作製したCaco-2細胞層においては，apical側へのBCRP発現の局在
性が示されている 108)．この報告は，培養メンブレン上での細胞層作製においても，トランスポータ
ー蛋白の局在性を再現できる有力な裏付けとなる．本章におけるミリセル®上で作製した DJEG 細
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胞層モデルによるシメチジン透過性評価の結果も，DJEG 細胞層で発現レベルの高い BCRP が
apical側に局在し，かつその機能を備えていることを強く示唆した． 
また，MRPs の基質薬物フルオレセインと MRPs 阻害剤プロベネシドを用いて DJEG 細胞層の
透過性を評価したところ，フルオレセインの透過は DJEG 細胞層をプロベネシドで前処置すること
によって有意に促進された．本結果より，DJEG細胞層に発現が認められているMRPsは，そのサ
ブタイプが明らかではないがMRPsの排出機能を有しており，本 DJEG細胞層モデルがMRPsを
介した薬物透過も評価できることが判明した．さらに，influx トランスポーターにおいても，MCT の
基質薬物であるバルプロ酸の本DJEG細胞層モデルの透過性を評価したところ，A to B透過に飽
和性が確認され MCT による担体輸送を反映していることが示唆された．また有効血中濃度域
(500 μM付近)では，バルプロ酸の A to B透過性が，B to A透過性よりも高く，in vivoにおいて報
告されているバルプロ酸の高い胎児移行性を予測できたものと考えられる．したがって，本 DJEG
細胞層モデルはシンシチオトロホブラストの主なトランスポーターを介した経細胞輸送を反映でき
ることが妥当性をもって示された．ここまでの検討によって，本 DJEG 細胞層モデルは他に報告例
の無い最もシンシチオトロホブラスト層に類似したモデルであり，かつシンシチオトロホブラストに発
現している代表的なトランスポーターの機能特性を反映しうるモデルであることが判明した． 
さらに，本 DJEG 細胞層モデルを用いて，脂溶性や分子量がほぼ同等である 3 種の睡眠導入
剤の透過性比較を行った結果，ゾピクロンの透過が有意に低く，3 種の中ではゾピクロンの胎児移
行性が比較的尐ないと予測された．また，胎盤関門薬物透過が薬物の物性だけに因らない可能
性が示され，妊娠時の薬物療法を支援するための胎児移行性情報を得るために，in vitro胎盤薬
物透過モデルによって精度良く医薬品の胎児移行性を予測することの意義が見いだせた．さらに，
3種の睡眠導入剤の共存下で各薬物の本DJEG細胞層モデル透過性を評価したところ，これらの
睡眠導入剤に担体輸送の競合性があることが示唆され，併用することによって胎児移行性に影響
が生じる可能性があることが認められた． 
これらの結果から，本 DJEG 細胞層モデルによって薬物の胎児移行性を評価することで，臨床
支援として有効活用できる可能性を見いだすことができた．医薬品の正確なヒト胎児移行性情報
を得ることができれば，まず妊娠時薬物療法における胎児血中濃度を予測することによってより正
確な胎児毒性を評価することが可能となる．例えば，糖尿病合併妊娠において食事療法のみで
血糖コントロールが不良の場合には，胎盤を通過しないインスリンが使用される．また近年では，
経口血糖降下薬グリベンクラミドの胎盤透過性が非常に低いことが報告されており，海外では糖
尿病合併妊娠に対する使用が受け入れられつつある 109-111)．妊娠時の薬物療法において問題と
なるのは，言うまでもなく薬物の胎児移行そのものではなく，移行することによる薬物の直接的なま
たは間接的な胎児への有害性の有無である．しかしながら，糖尿病合併妊娠に対するインスリン
使用の例のように薬物そのものによる胎児への有害性が明かな場合でも，薬物の胎盤透過性評
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価から胎児移行をともなわないことが判明することによって，母児の健康に有益となる薬物が今後
も数多く認められる可能性がある．また，母体への薬物投与によって胎児治療を行うことが有効で
ある例として，胎児頻脈性不整脈に対するジゴキシンの臨床試験例がある．胎児頻脈性不整脈は
年間 60 例ほどの発症が推計されており（厚生労働省研究班調べ），母体への薬物投与による治
療例で約 90%の改善効果が認められている．本治療に用いられた医薬品は，ジゴキシン，ソタロ
ール，フレカイニドの組み合わせであり，ベラパミルは胎盤透過性が低いために用いられていない．
経胎盤的胎児治療には特に薬物の包括的な胎児移行性評価情報が重要であり，薬物のヒト胎盤
透過性情報が適切な母体への投与計画を設定するための有用な因子となることは明白である． 
今後，医薬品の胎児毒性，催奇形性，経胎盤的胎児治療の有用性など医薬品の胎児安全性
情報におけるバイオインフォマティクスの一端に，本 DJEG 細胞層モデルを用いた薬物の胎児移
行性評価を組み込むことによって，創薬と臨床応用に対してさらに利用価値の高い情報となること
が期待でき，本研究の妊娠時薬物療法の胎児安全性情報蓄積支援という最大の目的に大きく近
づけるものと考える． 
しかしながら，今後検討していくべきいくつかの課題は残っている．まず，MRPs に関しては，
DJEG 細胞層におけるサブタイプ毎の透過特性が未知のままである．また，MCT 以外の influx ト
ランスポーター群についても機能評価を行う必要がある．さらに本モデルにおける評価値をより有
用なものとするために，各種のトランスポーターの基質薬物，およびその阻害剤によって DJEG 細
胞層の担体輸送機能の解析を行い，DJEG細胞層の薬物透過特性がより in vivoを反映すること，
および DJEG 細胞層による評価値とわずかながら存在する臨床データとの相関性を検討していく
必要がある． 
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総括 
 
妊娠時の薬物療法における医薬品の胎児安全性情報の蓄積量は，未だ適正な妊娠時薬物
療法を行うには不十分である．医薬品のヒト胎児移行性を比較評価できれば，未だ胎児安全性情
報の不十分な医薬品であっても，胎児移行性情報に基づいて母体の健康を維持できる投与量を
設定できる可能性がある．そのために，医薬品のヒト胎児移行性評価に適う in vitro胎盤薬物透過
評価モデルの構築を試みた． 
In vitro胎盤薬物透過評価モデルの作製のためには，胎盤関門の主要層であるシンシチオトロ
ホブラスト層に類似した細胞機能を有するモデル作製を行っていくことが妥当であると考えられ，
さらにこの層は細胞間隙透過の寄与が尐ないことで経細胞輸送経路を評価できる必要がある． 
胎盤関門薬物透過評価モデルの作製において，これまで報告されていたモデルでは細胞間隙
透過の寄与が大きく，経細胞輸送を正確に評価できなかった．本研究では，まずより細胞間隙透
過を抑えることによって胎盤関門モデルに使用しうる細胞株およびその培養条件の検討を行った．
ヒト絨毛由来 BeWo 細胞株と JEG-3 細胞株を用いて，まずは両細胞株の TEER 値を比較検討し
たところ，JEG-3 細胞層は，BeWo 細胞層に比べて有意に細胞間隙透過を抑えることができると判
明した．さらに，JEG-3 細胞の分化を促すための培養条件を検討するために，シンシチオトロホブ
ラスト様の分化を促すいくつかの因子の報告に基づいて，各種の培養条件の下で JEG-3 細胞層
を形成した．この結果，CSC®培地で培養した JEG-3 細胞層(DJEG 細胞層)モデルが，より強く細
胞間隙透過経路を抑えることができると判明し，in vitro 胎盤薬物透過評価モデル作製の第一段
階として，経細胞輸送の評価ができる可能性のある細胞層を得ることに成功した． 
さらに，in vitro細胞モデルにおいては，生体内の細胞特性をできる限り反映していることが必
要である．しかしながら，生体内の環境を in vitro細胞モデルで再現することは不可能に近い．そ
こで，本 DJEG細胞層モデルにおける胎盤関門との類似性を，シンシチオトロホブラスト様の分化
指標を評価することで検証した．まず，AJ関連蛋白は細胞間の融合と密接に関わっており，サイト
トロホブラストはシンシチオトロホブラストへの分化の過程で，ECADの発現抑制と CAD-11の発現
誘導を伴って細胞融合能を獲得することが報告されている．DJEG細胞においても細胞融合能の
獲得を示す形態変化とともに，ECADの発現抑制とわずかながら CAD-11の発現誘導を認めたこ
とにより，シンシチオトロホブラスト様の細胞融合能を獲得している可能性が示された．本結果は，
JEG-3細胞において，シンシチオトロホブラスト様細胞融合能獲得の可能性を示唆した初めての
知見である．また，シンシチオトロホブラストの分化において発現誘導が確認されている TJ関連蛋
白 CLDN1の発現誘導が DJEG細胞においても認められ，TJ形成においてもシンシチオトロホブ
ラスト様の特性をもつ可能性が示された． 
さらに，シンシチオトロホブラスト様の特性をよりいっそう検証するため，胎盤における異物排出
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機構によって，胎児を保護する役割を一部担っている efflux トランスポーターの mRNA発現プロ
ファイルを確認した．その結果，BCRPの高レベルの発現誘導，およびMDR1，MRPs mRNA発
現プロファイルのシンシチオトロホブラスト類似性が確認され，本 DJEG細胞層モデルが，efflux ト
ランスポーターを介した担体輸送を含めた，胎盤関門の経細胞輸送を評価できる可能性があるこ
とが明らかとなった．また，BCRPの mRNA発現誘導，MDR1の mRNA発現抑制に加えて，さら
にシンシチオトロホブラスト分化指標である hCGの分泌促進，hPL，NECC1のmRNA発現レベル
を検討したところ，全ての指標において本 DJEG細胞層モデルがシンシチオトロホブラスト様の特
性を示した．本結果より，NJEG細胞から DJEG細胞に分化するにあたって，シンシチオトロホブラ
スト化の過程をたどっていることが強く示唆された．このようなシンシチオトロホブラスト類似性を維
持したまま，経細胞輸送を評価出来る可能性を持った in vitro胎盤関門薬物透過評価モデルは，
これまでに全く報告例が無く，本 DJEG細胞層モデルは現段階では最も胎盤関門薬物透過評価
モデルに妥当であると考えられた． 
本 DJEG細胞層モデルはシンシチオトロホブラスト層に類似した細胞間隙輸送経路と細胞特性
を有していることが示されたが，実際に胎盤薬物透過性を反映できることを検証するためには， 
DJEG 細胞層において発現しているトランスポーターが機能していることを検証する必要がある．
いくつかのトランスポーター基質モデル薬物において，本 DJEG 細胞層モデルにおける透過性が
胎盤関門薬物透過性を反映していれば胎児移行性を本モデルにより評価できることを示すことが
できる．まず，BCRP の基質として知られているシメチジンを用いて本 DJEG 細胞層モデルの透過
性を評価したところ，A to Bの透過よりもB to Aの透過が有意に高く，またB to A透過には担体輸
送の介在を示す濃度依存的な飽和性が認められ，BCRP による胎盤透過性を反映することを示
唆した．また，MRPsの基質薬物フルオレセインとMRPs阻害剤プロベネシドを用いて DJEG細胞
層の透過性を評価したところ，フルオレセインの透過はDJEG細胞層をプロベネシドで前処置する
ことによって有意に促進された．これらの結果は，胎盤で機能している efflux トランスポーターが
DJEG細胞層でも機能していることを示唆した．さらに，influx トランスポーターにおいてもMCTの
基質薬物であるバルプロ酸の本DJEG細胞層モデルの透過性を評価したところ，A to B透過に飽
和性が確認されMCTによる担体輸送を反映していることが示唆された．したがって，全てとは言え
ないが本DJEG細胞層モデルにおいて，シンシチオトロホブラストの主なトランスポーターを介した
経細胞輸送を反映できることを示すことができた．これら一連の結果により，トランスポーターによ
る担体輸送の評価も含めた経細胞輸送を評価でき，現段階で最もシンシチオトロホブラストに類
似した in vitro胎盤薬物透過評価モデルを構築できたものと考えられた． 
最後に，本 DJEG細胞層モデルを用いて，脂溶性や分子量がほぼ同等である 3種の睡眠導入
剤の透過性を比較評価した結果，物性だけでは説明できない有意差があることが認められた．こ
れにより，胎盤関門薬物透過が薬物の物性だけでは評価しきれない可能性が示され，in vitro 胎
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盤薬物透過モデルによって，医薬品の胎児移行性を予測することに大きな意義を見出した．また，
3 種の睡眠導入剤には担体輸送の競合性があることが示唆され，胎児移行性に影響を及ぼす可
能性がある併用薬を本モデルによって探り出せる可能性があることが認められた．これらの結果か
ら，本 DJEG 細胞層モデルを用いて医薬品の胎盤透過性を比較評価することで，妊娠時薬物療
法において胎児移行を制限できる医薬品の選択や併用薬を含めた処方設計など，臨床支援とし
て有効活用できる情報を得られる可能性を見いだせた． 
今後，さらにトランスポーター基質薬物を用いてその機能特性を十分に反映しうることを検証す
ること，およびわずかながら知られている F/M 値などの臨床知見を基に本 DJEG 細胞層モデルと
の in vivo相関性を解析していくことは，本モデルの予測を裏付けるために極めて重要な課題であ
る．これらの課題を解決していくことによって，本 DJEG 細胞層モデルが薬物胎児移行性評価に
適う in vitro胎盤薬物透過モデルとして，妊娠時の薬物療法における臨床応用のみならず医薬品
開発における生殖発生毒性試験，胎盤物質透過に関する基礎的研究などにおいても，標準的な
評価モデルとなり得るものと期待できる．その結果，本 DJEG 細胞層モデルによる胎盤薬物透過
性評価は，経験的な情報に頼らざるを得なかった妊娠時薬物療法における医薬品の選択に，胎
児移行性の指標としての新たな判断基準を設けることができる情報となることは間違いない． 
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結論 
 
今回，妊娠時の薬物療法における胎児安全性の情報蓄積を支援するため，in vitro 胎盤薬物
透過モデルの構築に着手し，以下の結論を得た． 
 
１）JEG-3細胞層は，BeWo細胞層に比べて著しく細胞間隙透過が抑制されており，経細胞輸送を
含めた薬物透過性評価において，in vitro 胎盤薬物透過モデルにより適していることを明らか
にした． 
 
２）JEG-3細胞を CSC®培地で培養した JEG-3 (DJEG)細胞層は，MEM培養より細胞間隙透過が
抑制されており，経細胞輸送を評価可能なレベルの細胞層を形成させることに成功した． 
 
３）DJEG 細胞層が，胎盤関門の特性として，hCG 分泌，hPL，NECC1， BCRP の発現誘導など，
いくつかのシンシチオトロホブラスト化の指標を亢進していることを明らかにした． 
 
４）Effluxトランスポーター群(BCRP, MDR1, MRPs)のmRNA発現を確認したところ，DJEG細胞層
に，シンシチオトロホブラスト様の発現プロファイルが認められ，これらの基質薬物の透過性評
価が可能であることを示した． 
 
５）DJEG細胞層において，TJ関連蛋白である ZO-1，OCLN，CLDN1の発現誘導が認められたこ
と，および ECADの発現減弱と CAD-11の発現誘導をともなう，細胞融合能獲得傾向が認めら
れたことより，DJEG細胞層は，シンシチオトロホブラスト様の TJ形成能亢進および細胞融合能
の獲得によって，細胞間隙透過を抑制していることが示唆された． 
 
６）DJEG 細胞層モデルにおいて，BCRP 基質シメチジン，MRPs の基質フルオレセイン，および
MCT 基質バルプロ酸の透過性評価において，基質薬物のトランスポーター機能特性を反映
することが示され，現時点では最も薬物胎児移行評価系に適った in vitro 胎盤薬物透過モデ
ルを構築できた． 
 
７）本モデルを用いて，睡眠導入剤，ブロチゾラム，トリアゾラム，ゾピクロンの胎盤関門透過性を比
較評価した結果，これら脂溶性の類似している薬物間に，顕著な透過性の相違を認め，胎盤
関門薬物透過性は，薬物の物性だけで判断できない可能性があることが判明した．また，ゾピ
クロンは胎盤関門低透過性であること，さらにこれら 3 種の薬物透過にトランスポーターの競合
性があることが示唆された． 
 
以上，薬物胎児移行を評価するためのヒト絨毛由来細胞株を用いた胎盤薬物透過モデルとし
て，一定の妥当性を持って，本 DJEG細胞層モデルがこれに適していることを明らかにした． 
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